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RESUMEN 
 
La importancia del arroz (Oryza sativa L.) radica en dos razones principalmente. En primer lugar, la 
especie es un cultivo de amplia distribución en varios países de África, Asia y América, incluido 
Colombia. Es una fuente de proteína y vitamina que alimenta a una tercera parte de la población 
mundial. En segundo lugar, es una planta modelo dentro de las monocotiledóneas, por ser el cereal 
con el genoma más pequeño, y el único que ha sido secuenciado completamente hasta ahora. Sin 
embargo, como para toda especie de cultivo, existen características de interés agronómico que sería 
necesario mejorar, en vista de la necesidad de proporcionar una mayor productividad del cultivo 
para los próximos años, dado el aumento poblacional y el efecto de condiciones bióticas y abióticas 
que actualmente reducen la producción. Como alternativa para la mejora de dichas características 
se encuentra la ingeniería genética de plantas. 
 
Con el fin de identificar genes que se expresen específicamente a nivel foliar en plantas de arroz de 
la variedad colombiana Fedearroz 60, cuyas regiones promotoras pudieran ser aisladas y utilizadas 
a  futuro  en  los  procesos de  mejoramiento  de  variedades  colombianas  mediante  transformación 
genética,  se  realizó  una  búsqueda  en  bases  de  datos  de  artículos,  del  genoma  del  arroz  y  de 
resultados de expresión diferencial. Para un total de 24 genes encontrados en dicha búsqueda, se 
capturo la secuencia y se revisó su estado de propiedad intelectual, en bases de datos de patentes. 
Posteriormente se utilizó la evidencia científica que sirvió para establecer la lista inicial de genes 
candidatos junto con la información obtenida en la revisión de patentes, para seleccionar un total 
de nueve genes a ser evaluados experimentalmente en la expresión específica en hojas de plantas de 
arroz, en la variedad Fedearroz 60.  
 
Para la evaluación de la expresión específica en hojas de los genes seleccionados se requirió evaluar 
al mismo tiempo dicha expresión en los demás órganos de las plantas, en seis estados fenológico y 
en dos condiciones de cultivo diferentes. De esta manera, se establecieron las condiciones para la 
extracción de DNA y RNA de hojas, tallos, raíces, inflorescencias y semillas de plantas de Fedearroz 
60,  tanto  para  plantas  cultivadas  in  vitro  como  para  plantas  cultivadas  ex  vitro.  Se  diseñaron 
primers específicos para la amplificación de un fragmento para cada uno de los nueve genes, y se 
comprobó la presencia los mismos mediante PCR. Para la verificación de la expresión del mRNA se 
utilizó RT-PCR. El gen Actina 1 de expresión constitutiva, se usó como control en cada uno de los 
pasos de la verificación. 
 
Los genes denominados en este trabajo como OsAhip y OsXTH24 tuvieron un patrón de expresión 
diferente al constitutivo presentado por los otros siete genes, teniendo en cuenta la expresión del 
gen Actina 1. Sin embargo, se encontró que ninguno de los nueve genes tiene expresión específica en 
las hojas de plantas de arroz de la variedad Fedearroz 60. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El arroz (Oryza sativa L), es una especie monocotiledónea perteneciente a la familia Poaceae, que fue 
domesticada hace unos siete milenios (Londo et al. 2006). En la actualidad, es el cereal de cultivo 
más importante en el  mundo, proporcionando una tercera parte de la fuente de carbohidratos 
totales, entre un 50 y 80 % del consumo diario de calorías para cerca de tres billones de personas 
(Darwish et al. 2009). 
 
Como  cultivo,  el  arroz  es  afectado  por  agentes  bióticos  (bacterias,  virus,  hongos)  y  abióticos 
(sequía,  estrés  salino)  que  reducen  el  crecimiento  y  el  potencial  productivo  de  las  variedades 
sembradas  (Sato  y  Yokoya  2007,  Maruthasalam  et  al.  2007,  Zhou  et  al.  2007).  Los  problemas 
agrícolas y económicos que se generan como consecuencia de la influencia de estos factores en los 
cultivos, pueden solucionarse mediante diferentes mecanismos, a) el uso de agentes químicos o 
biológicos,  insecticidas  o fertilizantes,  b)  el  mejoramiento  convencional  por el  que  a  través  de 
cruces genéticos entre variedades diferentes, se desarrollan nuevas variedades vegetales con mejores 
características agronómicas, y c)la ingeniería genética o transformación vegetal, mediante la cual se 
confiere al individuo una mejora en alguna característica de interés a nivel biológico o agrícola (Sato 
y Yokoya 2007). 
 
En el proceso de producir plantas transgénicas orientadas a solucionar problemas puntuales en los 
organismos,  causados  por  agentes  internos  o  medioambientales,  el  primer  paso  es  generar  la 
construcción con los genes que se pretenden insertar en el genoma de la planta (Bajaj y Mohanty 
2005).  Para  que  estos  genes  sean  funcionales,  deben  localizarse  en  un  casete  de  expresión, 
conformado por una región promotora, una secuencia codificadora y una región terminadora. Estas 
regiones  pueden  provenir  de  diferentes  genomas,  e  incluso  de  organismos  no  relacionados 
filogenéticamente, ya sean bacterias, virus, hongos, plantas o animales (Chaparro-Giraldo 2005). 
 
Dentro de la construcción quimérica, los promotores son las secuencias de DNA que determinan el 
inicio, especificidad y velocidad de la transcripción, por lo que son los encargados de controlar y 
regular la expresión de los genes a los que pertenecen y por ende, son determinantes para los 
procesos de transformación vegetal. Estas regiones pueden ser activas de manera constitutiva o 
volverse  activas  por  inducción,  igualmente,  su  nivel  de  expresión  puede  variar  de  acuerdo  a 
determinadas  condiciones.  Los  promotores  que  regulan  la  expresión  de  manera  específica,  son 
útiles para la manipulación de los patrones de expresión en células vegetales, tejidos y órganos bajo 
condiciones controladas, y han sido objeto de estudio tanto en la investigación básica como en la 
biotecnología agrícola (Roy et al. 2000, Bajaj y Mohanty 2005, Yu et al. 2007). 
 
En  la  actualidad  se  encuentran  en  curso  patentes  que  cubren  un  74%  del  genoma  del  arroz 
(CAMBIA 2009), por lo que aun cuando se sabe que existen algunas regiones promotoras descritas 
que  son  específicas  de  genes  de  arroz  (Matsuoka  et  al.  1993),  estas  se  encuentran  protegidas 
mediante  patentes  (patente  No.  JP2004357517,  patente  No.  CN1548536,  patente  No. 
Jp2002360253) lo que dificulta su uso en investigación, incrementa el valor final de la variedad 
transgénica obtenida y por ende torna difícil su adopción por los agricultores (Mayer 2003).  
 
En  el  contexto  del  cultivo  del  arroz  en  Colombia,  la  identificación  y  aislamiento  de  regiones 
promotoras  específicas  es  útil  para  hacer  construcciones  quiméricas  a  ser  utilizadas  en  la 
trasformación genética de la especie, para la solución de problemas puntuales que afectan al cultivo. 
En este sentido, la determinación de los genes que se expresan en hojas y no en otros tejidos de la 
planta, permitiría desarrollar programas de Ingeniería Genética para variedades colombianas de 
arroz, que estarían encaminados a mejorar de manera biotecnológica la calidad fitosanitaria y la 
productividad de las plantas de arroz. Por otra parte, el uso de un promotor específico de hoja, 13 
 
disminuye los problemas de bioseguridad, puesto que el gen foráneo no va a expresarse en el grano, 
eliminando potenciales efectos negativos para el consumo animal y humano (Chaparro-Giraldo 
2005).  
 
Teniendo en cuenta lo anterior, la pregunta de investigación desarrollada en el presente trabajo, es 
si a partir de información previamente existente sobre el genoma y la expresión diferencial de genes 
de arroz, se puede llegar a identificar experimentalmente aquellos cuya expresión es específica de 
hojas.  La  búsqueda  de  genes  de  posible  expresión  en  hojas,  es  una  iniciativa  que  pretende 
aprovechar que el genoma de la especie está totalmente secuenciado y que su anotación ha sido 
ampliamente adelantada  (International  Rice  Genome  Sequencing Project  2005,  Ito  et  al.  2005). 
Adicionalmente, se cuenta en la actualidad con bases de datos de patentes disponibles para el 
acceso  público,  en  las  que  se  puede  consultar  el  estado  de  propiedad  intelectual  de  genes  o 
secuencias de interés.  
 
Adicionalmente, con el fin de identificar genes cuya expresión sea específica a nivel foliar de plantas 
de arroz, que no hayan sido protegidos aún por legislación de derechos de propiedad intelectual y 
de  patentes,  se  realizó  una  búsqueda  de  genes  de  posible  expresión  específica  en  hojas  para 
posteriormente evaluar experimentalmente la expresión del RNA mensajero para esos genes, tanto 
en hojas como en los demás órganos de la planta, en estados fenológicos diferentes y en dos tipos de 
cultivo. El objetivo final es proporcionar uno o varios genes candidatos para iniciar en un futuro 
cercano, los procesos de transformación vegetal de arroz con casetes de expresión donde se utilicen 
los promotores de dichos genes, partiendo de la hipótesis de que existen  regiones  promotoras 
específicas de hojas de plantas de arroz. 
 
Este trabajo se realizó en el laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Biología de la 
Universidad Nacional de Colombia, en el marco del Convenio Específico de Cooperación Técnica y 
Científica entre Fedearroz Fondo Nacional Del Arroz y la Universidad Nacional De Colombia-Sede 
Bogotá, para el proyecto “Desarrollo de Sistemas de Ingeniería Genética de Plantas para Cultivares 
Colombianos  de  Arroz”.  También  se  contó  con  financiación  por  parte  de  la  División  de 
Investigaciones Sede Bogotá (DIB) mediante el apoyo a tesis de posgrado año 2008-2009.  14 
 
1  MARCO CONCEPTUAL 
 
1.1  El Arroz: Generalidades 
 
El arroz (Oryza sativa L.) pertenece a la familia Poaceae, y al género Oryza. El origen de la especie 
data de hace 130 millones de años y se cree que ocurrió en la región geográfica comprendida entre 
los Himalayas e Indochina. Actualmente el género contiene 21 especies silvestres y dos especies 
cultivadas, Oryza sativa y O. glaberrima. La primera es un arroz asiático de distribución mundial, 
mientras que O. glaberrima crece en áreas limitadas al oeste de África (Samuels 2001, Franquet y 
Borràs 2004).  
 
La especie O. sativa es diversa genéticamente, ya que comprende dos subespecies, Oryza sativa ssp. 
japonica y Oryza sativa ssp. indica, y miles de variedades que se cultivan alrededor del mundo. La 
subespecie indica es la de mayor distribución pues constituye un 80 por ciento de la producción 
mundial  de  arroz,  y  como  característica  particular  tiene  el  grano  alargado,  mientras  que  la 
subespecie japónica se caracteriza por ser de grano corto y se cultiva principalmente en climas 
templados en países como Japón, China, Taiwán y los Estados Unidos (Tabla 1). Existe un tercer 
grupo denominado javanica, que crece en sitios localizados en el sur de Estados Unidos y la India, 
tiene granos ensanchados y se cree que no corresponde como tal a una subespecie, sino a un grupo 
dentro de la subespecie japónica (Samuels 2001, Sasaki 2002, Garris et al. 2005). Algunos autores 
señalan que las subespecies de O. sativa corresponden realmente a ecotipos, que llegan a presentar 
variaciones  morfológicas  que  confluyen,  de  manera  que  no  existe  un  criterio  unificado  para 
distinguirlos (Cheng et al. 2003).  
 
Tabla 1. Principales diferencias entre O. sativa spp. japonica y O. sativa spp. indica. 
CARACTERÍSTICA  O. sativa ssp. indica   O. sativa ssp. japonica  
Forma y color de la hoja  Larga y verde clara  Estrecha y verde oscura 
Ángulo (hoja bandera y tallo)  Agudo  Abierto 
Forma del grano  Largo y fino  Largo y redondo 
Arista del grano  Fina y corta  Gruesa y larga 
Distribución Geográfica  Sur de China, India,  
Taiwán, Sri Lanka y América 
Japón, Corea y Norte de China. 
 
 
1.1.1  El arroz como especie de cultivo 
 
O. sativa se desarrolla bajo un amplio rango de condiciones ambientales, en términos de topografía y 
tipo de suelo, régimen de lluvias y factores climáticos (Nguyen et al. 2004). Se distinguen cuatro 
tipos de cultivos de arroz de acuerdo con las condiciones de humedad: 
 
a) El arroz de secano estricto que se siembra en tierra seca y permanece la mayor parte del ciclo de 
vida en ausencia de humedad, está presente principalmente en Brasil, India, Sudeste asiático, África 
y Latinoamérica, representando un 13 por ciento del total de área cultivada en el mundo y el 4 por 
ciento de la producción. 
b) El arroz de riego sembrado en tierra húmeda e irrigada constantemente por medio de diques, 
constituye el 55 por ciento del área cosechada a nivel mundial y el 75 por ciento de la producción. 
c) el arroz inundado que se cultiva en suelos estancados en campos rodeados de diques que retienen 
el agua entre los 0 y los 100 cm de profundidad, se encuentra principalmente en África con un 25 
por ciento de superficie mundial cosechada y 17 por ciento de la producción. 15 
 
d) El arroz inundado en aguas profundas entre 1 y 5 m de ríos, lagos y mareas, también es conocido 
como arroz flotante, es cultivado en el Sur y Sudeste Asiático, África del Oeste y América del Sur, 
con un 7 por ciento de área sembrada y un 4 por ciento de producción mundial.  
 
De manera general se considera que las variedades de arroz de secano pertenecen a la subespecie 
japónica, mientras que las variedades de arroz de riego son de tipo indica (Acevedo et al. 2006).  
 
El arroz es uno de los cultivos más importantes en el mundo, y el principal sustento nutricional 
para casi un 40 por ciento de la población mundial. Este cultivo es el alimento básico predominante 
en diecisiete países de Asia y el Pacífico, nueve países de América y ocho países de África. Como 
cereal proporciona el 20% del suministro de energía alimentaria mundial, en tanto que el trigo 
suministra el 19 por ciento y el maíz el 5 por ciento. No sólo es una fuente rica de energía, sino que 
también constituye una buena fuente de tiamina, riboflavina y niacina (Akagi et al 2004, FAO 2004, 
FAO 2007, Gorantla et al. 2007).  
 
1.1.2  El arroz como modelo genómico 
 
El arroz es el primer cereal cuyo genoma ya ha sido totalmente secuenciado y comparado con el de 
Arabidopsis thaliana para complementar su anotación (Garris et al. 2005, International Rice Genome 
Sequencing Project 2005, The Rice Annotation Project 2007).  
 
La secuenciación completa de las variedades de arroz 93-11 y Nipponbare, la una tipo indica y la 
otra jap￳nica mediante la estrategia de “Whole Shoot Gun”, ha permitido ampliar el conocimiento 
existente sobre la domesticación de la especie, diversidad adaptativa e historia de mejoramiento, al 
mismo tiempo que proporciona oportunidades claras para el asilamiento y análisis funcional de 
genes de importancia comercial (Sasaki 2002). Incluso antes de iniciar la secuenciación del genoma 
del arroz, este ya era considerado una planta modelo, y  durante las últimas décadas se ha utilizado 
para investigar la genética molecular y genómica de las gramíneas (Goff 1999, Sallaud 2003, Tyagi et 
al. 2004).  
 
El arroz cultivado, tiene el genoma más pequeño entre los cereales (2n = 24, n = 0.45 pg y 430 Mpb), 
si se le compara con el genoma del sorgo, maíz, cebada y trigo (alrededor de 750, 3000, 5000, y 
16000 Mpb, respectivamente), y un total de 37,544 genes, lo que significa encontrar un gen cada 
15Kb (Sallaud 2003, Tyagi et al. 2004).  
 
Adicionalmente esta especie se considera referencia para estudios moleculares en otras especies 
relacionadas filogenéticamente por las siguientes razones: 
 
  La  disponibilidad  de  las  secuencias  del  genoma  completo  de  dos  cultivares  diferentes  que 
representan las dos subespecies del arroz, indica y japónica. 
  El contenido de genes conservado entre cereales. 
  El diverso y amplio germoplasma de la especie, que incluye poblaciones permanentes de mapeo, 
líneas de introgresión y sustitución, líneas isogénicas y mutantes.  
  Disponibilidad  de  secuencias  de  ESTs,  cDNAs  completos,  chips  de  DNA  y  técnicas  de 
expresión de genes. 
  Técnicas para la transformación efectiva de plantas de arroz. 
  Acceso  a  diversas  bases  de  datos  que  permiten  depositar,  buscar  y  analizar  información 
genómica de arroz y otros cereales, así como hacer comparaciones entre especies. 16 
 
  La  existencia  de  numerosos  grupos  de  investigación  en  genómica  del  arroz,  que  están 
produciendo información a gran escala para la comprensión más detallada del genoma (Xu et al. 
2007).  
 
1.1.3  El arroz en Colombia 
 
La ubicación de Colombia en la zona tropical permite sembrar dos veces al año, con un promedio de 
cuatro meses en el proceso vegetativo. Por consiguiente, se obtienen dos cosechas, una de marzo-
abril a julio-agosto, y la segunda abarca de agosto-octubre a enero-febrero. Colombia es el tercer 
productor de arroz de América Latina, y el número 23 a nivel mundial (FAO 2008). En el país, el 
arroz ocupa el primer lugar en términos de valor económico entre los cultivos de ciclo corto y es el 
tercer producto agrícola en extensión, después del café y el maíz. De acuerdo con el III Censo 
Nacional Arrocero (Fedearroz y DANE 2007), existen en el país unos 21800 productores de 26773 
unidades productoras de arroz.  
 
En Colombia predominan dos grandes categorías del cultivo del arroz: el arroz mecanizado y el 
arroz manual (chuzo). El arroz mecanizado a su vez se divide en el arroz de sistema de riego y el 
arroz  secano  mecanizado.  Estos  tipos  de  cultivo  se  agrupan  en  cinco  zonas  arroceras,  Centro 
(Tolima, Huila y Valle), Llanos Orientales, Bajo Cauca, Santanderes y Costa Norte, en las que se 
siembran  variedades  de  arroz  tipo  indica.  El  76%  de  la  producción  de  arroz  en  Colombia  se 
concentra en el Tolima, Huila, Meta y Casanare, mientras que en otros 21 departamentos y 211 
municipios la producción de arroz es a pequeña escala para el consumo local (Fedearroz y DANE 
2007).  
 
La cadena productiva de este cereal es un importante generador de empleo. En el cultivo se generan 
65.000 empleos directos, más de 5.000 en la molinería y un gran número de empleos indirectos en el 
sector urbano. Se considera que no menos de dos millones de personas derivan su ingreso del arroz, 
ya que vincula otras actividades como la comercialización de insumos, la trilla, el transporte, las 
fuentes de crédito, los talleres de mecánica, la venta de repuestos, combustibles, los expendios de 
mercado y en general toda la actividad que de allí se desprende. La producción de arroz en el país 
durante el 2009 fue de 2.379.848 millones de toneladas de arroz en cáscara, para un área sembrada 
de 458.991 hectáreas (Fedearroz 2010). 
 
Los productores de arroz en Colombia se han organizado y constituido la Federación Nacional de 
Arroceros “FEDEARROZ” desde 1947, como una asociaci￳n de carácter gremial y nacional. Esta 
institución de carácter privado, cuenta con infraestructura para apoyar el cultivo del arroz en el 
territorio colombiano desde varios campos. Ofrece representación gremial para los productores, 
impulsa el desarrollo tecnológico, genético y agronómico en granjas experimentales en donde se 
hacen  los  programas  de  mejoramiento  convencional,  hace  transferencia  de  tecnología  con  los 
agricultores, comercializa insumos indispensables para el cultivo y control de las enfermedades, 
ofrece semilla certificada y servicios de molinería y crédito para los arroceros (Beintema et al. 2000). 
 
1.1.4  La planta de arroz 
 
La  planta  de  arroz  está  formada  por  tallos  rectos  dispuestos  en  macolla,  con  raíces  delgadas, 
fibrosas, cilíndricas y fasciculadas. Durante la fase vegetativa la planta está provista de entre siete y 
once hojas, y alcanza una altura variable comprendida entre los 80 y los 150 centímetros, según la 
variedad (genotipo) y las condiciones ambientales de cultivo (ambiente). Se pueden distinguir dos 
tipos de órganos en las plantas de arroz: los vegetativos y los reproductivos. 
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Figura 1. Morfología general de la planta de arroz y la semilla. Tomado de 
http://www.ebrisa.com/portalc/media/media-S/images/00015875.jpg 
 
1.1.4.1  Órganos vegetativos: 
 
a.  Hojas:  son  alternas  envainadoras,  de  limbo  lineal,  agudo,  largo  y  plano,  provistas  o  no  de 
pigmentos antociánicos. Tienen una longitud muy variable, incluso en plantas de la misma 
variedad. Las hojas situadas más abajo, formadas en primer lugar, son generalmente más cortas 
y estrechas. La anchura varía entre 10 y 30 milímetros (Franquet y Borràs 2004, CIAT 2005).  
 
b.  Tallo: erguido, cilíndrico y glabro, formado por entrenudos de diferente longitud, limitados por 
nudos. En cada nudo se inserta una vaina foliar que envuelve el entrenudo inmediato superior. 
En el extremo más alto de la vaina, donde se articula el limbo foliar, se observa: una lígula 
hialina, generalmente bífida y laciniada, de 5 a 15 milímetros de longitud, y dos aurículas en 
forma de hoz, más o menos vellosas. Dichas aurículas son hialinas o, con mayor frecuencia, 
pigmentadas de color verde, rojo o violeta, en correlación con la coloración de otros órganos 
(Franquet y Borràs 2004, CIAT 2005).  
 
c.  Raíces: delgadas, fibrosas y fasciculadas. La planta tiene dos tipos de raíces: las seminales, que 
se originan de la radícula y son de naturaleza temporal y las raíces adventicias secundarias, que 
tienen una libre ramificación y se forman a partir de los nudos inferiores del tallo joven. Estas 
últimas substituyen a las raíces seminales (Franquet y Borràs 2004, CIAT 2005). 
 
1.1.4.2  Órganos reproductivos: 
 
a.  Inflorescencia: panícula más o menos compacta de 10-25 centímetros de longitud, sostenida por 
el último entrenudo llamado "cuello". La panícula está formada por el raquis del que parten, con 
disposición  variable,  de  siete  a  quince  raquillas  o  ramificaciones  primarias,  de  diferente 
longitud, que forman los racimos. Cuando madura la inflorescencia adopta una posición en arco 
más o menos péndula, según la variedad. Las flores, de color verde blanquecino y sostenido por 
pedúnculos o pedicelos, están dispuestas a lo largo de las raquillas y en  el  extremo de las 
mismas. Cada raquilla lleva de 5 a 15 flores o más (Franquet y Borràs 2004, CIAT 2005).  
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b.  Flor: espiguilla unifloral con seis estambres y dos estigmas plumosos. Está formada por dos 
pequeñas glumas, de pigmentación variable, y por dos grandes glumillas, también diversamente 
pigmentadas  según  la  variedad,  que  envuelven  la  cariópside  (fruto).  Ambos  órganos  de 
revestimiento  son  ricos  en  sílice,  están  muy  lignificados  y  son  pubescentes  o  glabros.  La 
glumilla inferior, llamada “lema”, puede estar provista de arista o bien ser mútica, la superior o 
pálea es más pequeña que su homóloga inferior (Franquet y Borràs 2004, CIAT 2005). 
 
c.  Semilla: es el grano de arroz u ovario maduro. El grano con cáscara se conoce como arroz 
“paddy”. El embrión de 1,5-2,5 mm de longitud está situado en la parte inferior y lateral, en una 
cavidad del endospermo y separado de él por una membrana celular: el “escutelo”. Está formado 
por los primordios de la raíz embrional y por la plúmula o gémula, con los primordios de la 
primera hoja, que está recubierta por el coleóptilo. El hipocótilo une la radícula con la plúmula.  
(Franquet y Borràs 2004, CIAT 2005). 
 
1.1.5  Fenología del cultivo del arroz 
 
En los trópicos, se pueden obtener dos cosechas, ya que las variedades de arroz completan su 
fenología dentro de un período general que va de 110 a los 150 días. Sin embargo, este período de 
tiempo depende del genotipo de la variedad de arroz cultivada. La fenología de la especie O. sativa 
está formada tres etapas principales, que a su vez contienen otros estados (Figura 2) (Fedearroz 
2007).  
 
 
Figura 2. Fenología del arroz. Tomado de Fisiología y mejoramiento genético del arroz (2007). 
 
La fase vegetativa se caracteriza por un activo macollamiento, un gradual incremento de la altura de 
las plantas, y la emergencia de las hojas a intervalos regulares. Las macollas que no desarrollaron 
una panícula se llaman macollas infértiles (CIAT 1980, Olmos 2006).  
 
La fase reproductiva se caracteriza por un declinamiento del número de macollas, la emergencia de 
la hoja bandera, el engrosamiento del tallo por el crecimiento interno de la panícula, la emergencia 
de  la  panícula  (ocurre  unos  a  20-25  días  luego  de la  diferenciación  del  primordio  floral),  y  la 
floración (antesis) (CIAT 1980, Olmos 2006).  
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La  fase  de  maduración  comprende  desde  la  floración,  hasta  la  madurez  total  de  la  planta.  Se 
caracteriza por la senescencia de las hojas, y el llenado de los granos en las panículas (CIAT 1980, 
Olmos 2006).  
 
1.1.5.1  Emergencia y Plántula 
 
La semilla de arroz, sana y perfecta, puesta en condiciones favorables de humedad y temperatura, 
germina según formas que dependen de la variedad y de las condiciones externas o del medio. La 
temperatura óptima para la germinación es de 28 - 30°C. Durante este estado fenológico se produce 
hinchamiento de la cariópside, ruptura de la envoltura externa, aparición de la punta del coleóptilo, 
emergencia del mesocótilo y desarrollo de la primera hoja cilíndrica, formación de la raíz primaria, 
de forma simultánea con el crecimiento del coleóptilo, y formación de las raíces secundarias. 
 
Hasta la formación de la segunda o tercera hoja, la planta embrionaria vive de forma autónoma, 
mediante los elementos nutritivos que obtiene de las reservas acumuladas en la propia semilla. 
Después, la planta se desarrolla alimentándose de los nutrientes del terreno, mediante el aparato 
radicular secundario, y aéreo, a través de la fotosíntesis que se realiza en las hojas (Franquet y 
Borràs 2004). 
 
1.1.5.2  Macollamiento 
 
Transcurridos 20-30 días desde la siembra, la plántula comienza la diferenciación de los tallos 
secundarios  o  de  macollamiento  a  partir  de  las  yemas  laterales,  situadas  en  la  base  del  tallo 
primario, en la axila de las hojas. El fenómeno se repite en los tallos nuevos, dando lugar a la 
formación de tallos de tercer orden. 
 
La intensidad y la fecha de inicio del macollamiento dependen de muchos factores relacionados con 
las características genéticas de la variedad cultivada, con las condiciones climáticas y edáficas del 
lugar de cultivo y con las técnicas agrícolas empleadas. Pueden formarse hasta 50-60 tallos; en 
condiciones normales cada planta produce de 2 a 5 tallos fértiles (Franquet y Borràs 2004). 
 
1.1.5.3  Primordio floral 
 
La formación embrional de la panícula se inicia 50-70 días después de la germinación de la semilla. 
El  intervalo de tiempo que transcurre entre  estas fases es una característica varietal, pero que 
depende mucho de la intensidad luminosa y de la duración del fotoperiodo y, particularmente, de la 
temperatura. 
 
Las  condiciones  nutritivas  de  la  planta  en  esta  fase,  además  de  las  térmicas  y  luminosas 
precedentes, determinan el número de flores de la panícula. En esta fase la panícula está envuelta 
por la vaina de la hoja bandera tomando forma de huso o de pequeño tonel y llamándose fase de 
espiga en zurrón. El primordio floral crece desarrollando gradualmente el último entrenudo del 
tallo, la panícula y las flores. En la fase de espiga en zurrón en estado avanzado, la inflorescencia ha 
alcanzado ya su dimensión final (Franquet y Borràs 2004). 
 
1.1.5.4  Floración 
 
El espigado, o emergencia de la panícula, es simultáneo con la antesis y la floración de las flores 
situadas en el ápice de la panícula, de hecho las dos fases se confunden. La apertura de las glumillas 
de  la  flor  se  denomina  “floraci￳n”.  El  número  de  días  transcurridos  entre  la  germinación  y  la 
floración  es  un  carácter  varietal,  lo  mismo  que  el  tiempo  que  la  flor  permanece  abierta, 
generalmente  en  correlación  positiva  con  el  período  de  tiempo  que  separa  la  floración  de  la 20 
 
maduración. La duración de estas fases, aún dependiendo de factores genéticos, resulta variable, 
estando, para cualquier variedad, condicionada por la sensibilidad específica al fotoperiodo y al 
termoperiodo y por las condiciones de nutrición en las que la planta se cultiva. 
 
En el arroz se realiza normalmente la autopolinización, sin embargo, la polinización cruzada es 
posible, tanto más cuanto mayor tiempo permanecen las flores abiertas teniendo en cuenta que 
estas se encuentran dispuestas en una inflorescencia. El polen, en el momento de la dehiscencia, no 
se encuentra en condiciones de germinar, mientras que el óvulo ya puede recibir el tubo polínico 
cuando  se  abre  la  flor.  El  porcentaje  de  fecundación  cruzada  es  muy  variable.  La  facultad  de 
germinación y fecundación del polen se mantienen buenas durante un tiempo variable entre 10 y 90 
minutos,  dependiendo  fundamentalmente  de  las  condiciones  ambientales  de  humedad  y 
temperatura (Franquet y Borràs 2004). 
 
1.1.5.5  Maduración 
 
A  los  30  días  de  la  floración,  los  granos  alcanzan  el  estado  de  madurez.  La  planta  está 
fisiológicamente madura cuando el 90% de los granos muestra un color amarillo pálido. El periodo 
de maduración de los granos varía entre 15-40 días dependiendo de la temperatura. Se inicia luego 
que el ovario ha sido fertilizado y el grano de arroz comienza a crecer. En este periodo el grano 
incrementa de tamaño y peso, y el almidón y azúcares se movilizan desde la vainas, hoja bandera, y 
tallos donde fueron acumulados en la fase vegetativa (Olmos 2006).   
 
1.1.6  Fedearroz 60 
 
En Colombia, se han liberado cerca de 30 variedades de arroz, por parte de Fedearroz y el Fondo 
Nacional del Arroz. Entre las variedades más recientemente liberadas y con un futuro promisorio en 
el cultivo del arroz en Colombia, se encuentra Fedearroz 60. 
 
La  variedad  colombiana  de  arroz  Fedearroz  60  en  la  actualidad  se  cultiva  en  las  cinco  zonas 
arroceras del país, encontrándose para cada zona, particularidades varietales en el cultivo. En la 
zona centro, donde se recolectó el material del trabajo, la descripción varietal es la siguiente: 
 
La  descripción  varietal  que  se  hace  del  fenotipo  de  las  plantas  de  una  variedad  depende  del 
potencial  genético  de  la  planta  (genotipo)  y  de  su  expresión,  la  cual  es  afectada  por  factores 
ambientales y por lo tanto las fases de crecimiento y los estados fenológicos no son iguales en 
condiciones climáticas y de cultivo distintas (Medina 2007). 
   
1.1.6.1  Semilla  
 
La densidad para la siembra en surco entre 150-160 kg/ha de semilla certificada, en siembra al voleo 
es entre 180 – 180 kg. La semilla tiene dificultad para  germinar en lotes encharcados por más de dos 
días, por lo que se recomienda riego de germinación por mojes durante los primeros 30 días del 
desarrollo, sin inundar el terreno. Por último, ya que es susceptible a hongos, se realiza tratamiento 
a la semilla con Trichoderma para reducir problemas de enfermedades. También se puede mejorar el 
vigor de la semilla con el uso de biofertilizantes (Fedearroz 2009). 
 
1.1.6.2  Fenologia 
 
El vigor de las plantas depende de los mojes. La variedad presenta alto potencial de macollamiento. 
Bajo las condiciones de manejo recomendadas, presenta un bajo porcentaje de volcamiento. 
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a.  Estados de desarrollo (días después de emergencia): 
-  Inicio de macollamiento: 12 – 15.   
-  Inicio de primordio: 45 – 50.        (En la Meseta de Ibagué de 51 – 55)  
-  50% de floración: 80 – 85 dde.    (En la Meseta de Ibagué 85 – 90) 
 
b.  Ciclo (Días de emergencia a cosecha).  
-  Primer semestre: 118 -125.          (En la Meseta de Ibagué: 130 – 135) 
-  Segundo semestre: 115 – 120. 
 
En las siembras del segundo semestre se reduce la duración del ciclo de  cultivo de 3 a 5 días en 
todos  los  estados,  con  relación  al  primer  semestre,  probablemente  por  cambios  en  la  oferta 
ambiental. 
 
1.1.6.3  Cosecha y Oferta Ambiental 
 
La variedad tiene buena tolerancia al retraso de cosecha. El rango de humedad ideal para cosecha es 
de 22 a 25%. Fedearroz 60 presenta mejor comportamiento en épocas de mejor oferta ambiental 
correspondientes a las siembras del primer semestre, mientras que en el segundo semestre, con 
menor oferta ambiental, puede aumentar el vaneamiento (Fedearroz 2009). 
  
1.2  Los promotores y la expresión dirigida 
 
El término “promotor” hace referencia a una secuencia de DNA, que se encuentra en los genes, antes 
del  sitio  de  iniciación  de  la  transcripción.  Los  promotores  cumplen  funciones  importantes  en 
cuanto a la expresión de los genes en los diferentes estados de desarrollo de los organismos, en 
diversos tipos celulares, tejidos y órganos, al igual que regulan la expresión génica en respuesta a 
factores medioambientales. Son secuencias variables en longitud, y contienen elementos  cis que 
interactúan  con  los  factores  de  transcripción  de  los  genes,  ejerciendo  un  control  sobre  la 
transcripción, al reconocer las señales corriente arriba de los genes que determinan la interacción 
entre el promotor y su factor de transcripción específico (Rombauts et al. 2003, Kanhere y Bansal 
2005, Yu et al. 2007).  
 
La comprensión de la estructura de los promotores permite hacer predicciones in silico, respecto a su 
posición  y  los  patrones  de  expresión  que  pueden  originar,  a  partir  de  regiones  promotoras 
previamente caracterizadas, ya que los elementos o motivos constituyentes de los promotores, son 
conservados entre algunas especies (Yamamoto et al. 2007). No obstante, la identificación de los 
promotores y sus elementos reguladores es uno de los mayores retos en bioinformática y genómica 
estructural, funcional y comparativa, debido a que la definición del promotor es más funcional que 
estructural (Rombauts et al. 2003). 
 
Las secuencias de las regiones promotoras, generalmente están localizadas corriente arriba del sitio 
de inicio de la transcripción, pero los elementos reguladores pueden estar incluso dentro del gen. El 
promotor puede dividirse en dos partes, la proximal o núcleo, y la distal. Se cree que la parte 
proximal es responsable de ensamblaje correcto del complejo de la RNA polimerasa II en el lugar 
correcto para dirigir la transcripción a nivel basal. Esta región está mediada por elementos como la 
caja TATA y sitios de unión a factores de transcripción. Por otra parte, se cree que la parte distal del 
promotor  contiene  elementos  que  regulan  la  expresión  génica,  de  manera  temporal  y  espacial 
(Rombauts et al. 2003, Shamuradov et al. 2005).   
 
De acuerdo con el tipo de expresión que resulte en el organismo, se conocen tres grupos generales 
de promotores, a) los promotores constitutivos que dirigen la expresión de los genes en la mayoría 22 
 
de  tejidos  y  son  independientes  de  las  condiciones  medioambientales  y  de  desarrollo,  b)  los 
promotores específicos que producen expresión en algunos tejidos u órganos únicamente, y c) los 
promotores inducibles que desencadenan la expresión del gen como respuesta a estímulos internos 
o medioambientales determinados (Roy et al. 2000, Bajaj y Mohanty 2005). 
 
El conocimiento de los promotores de plantas es de interés en el campo de la biotecnología y 
ofrecería la posibilidad de controlar la expresión génica en muchos aspectos. (Lescot et al. 2002). 
En  la  actualidad  un  amplio  rango  de  promotores  tanto  constitutivos  como  inducibles  están 
disponibles para su uso en construcciones quiméricas para la transformación de arroz. Se han 
utilizado los promotores Act1 de arroz y ubiquitina1 de maíz para generar expresión constitutiva del 
transgen en altos niveles, en plantas de arroz transgénico, así como otros promotores constitutivos 
provenientes de la misma especie, de otras monocotiledóneas, de dicotiledóneas y de virus (Bajaj y 
Mohanty 2005). Los promotores tejido-específicos e inducibles, también han sido utilizados para 
transformación de arroz, como es el caso del promotor del gen Osg6B que es específico para anteras 
y  que  dirige  la  expresión  del  gen  GUS  en  el  tapetum  de  arroz,  Bp10  en  polen  para  expresar 
endotoxinas para el control de lepidóteros, GluB-1 en semillas y  crtI en el endosperma de la semilla 
para aumentar el contenido de hierro, entre otros (Roy et al. 2000).  
 
El control espacial de la expresión transgénica permite la manipulación de la expresión en una 
amplia variedad de tipos celulares. Así mismo, para solucionar problemas agrícolas  de cereales 
desde el punto de vista biotecnológico, hay una clara necesidad de identificar los promotores que 
dirijan la expresión de los transgenes en una forma tejido-específica o regulada (Altpeter  et al. 
2005).  Con  los  años,  varios  promotores  han  sido  bien  caracterizados  y  están  disponibles  para 
expresión  transgénica  en  plantas.  Sin  embargo,  la  mayoría  de  ellos  provienen  de  plantas 
dicotiledóneas, y dado que se ha observado que la actividad de un promotor puede variar entre 
diferentes  especies,  es  conveniente  la  identificación  de  promotores  específicos  para  las 
monocotiledóneas (Bajaj y Mohanty 2005). 
 
1.3  Expresión de genes en la lámina foliar de plantas de arroz  
 
Actualmente, el esfuerzo por dirigir la expresión de genes de interés en plantas, se hace mediante el 
uso de promotores cuya actividad sea específica para órganos, tejidos, tipos celulares o estadios de 
desarrollo. Dicha expresión dirigida a ciertos blancos específicos, es importante para comprender el 
metabolismo  de  los  organismos,  incrementar  la  expresión  de  determinados  genes,  o  ampliar  el 
conocimiento sobre la funcionalidad de algunas secuencias codificadoras (Johnson et al. 2005). La 
identificación de genes de interés a ser utilizados en ingeniería genética de plantas en su mayoría 
proviene de estudios de expresión, que pueden hacerse a nivel de los transcritos (RNA) o de las 
proteínas, transformación vegetal y utilización de la información genómica existente y disponible 
para los investigadores del arroz.  
 
1.4  Potencial uso de promotores específicos de hoja en arroz 
 
El arroz es un cultivo importante que se ve afectado por la acción de patógenos de tipo bacteriano, 
viral y fúngico, así como por el efecto de la baja luminosidad, elevada temperatura, bajos niveles de 
humedad  en  el  suelo  y  altas  concentraciones  de  sales,  entre  otros.  Estos  factores  reducen  la 
capacidad de crecimiento de las plantas de arroz y por consiguiente limitan la productividad de las 
mismas (Sato y Yokoya 2007, Maruthasalam et al. 2007, Zhou et al. 2007).  
 
A  nivel  de  la  hoja  en  las  plantas  de  arroz,  se  desarrollan  procesos  determinantes  para  el 
metabolismo de la totalidad del organismo, como es el  caso de la fotosíntesis, el control de la 
humedad por cierre y apertura de estomas, así como el transporte de nutrientes para el resto de la 23 
 
planta.  Estos  procesos  son  influenciados  directamente  por  las  condiciones  de  crecimiento  y 
dependen del genotipo y su interacción con el medioambiente (Nguyen et al. 2004, Murchie et al. 
2005, Gao et  al. 2007).  
 
Así mismo, la hoja es un órgano blanco para enfermedades que atacan al arroz, entre las que  cabe 
destacar “el a￱ublo del arroz”, causado por el hongo Pyricularia grisea (Shin et al. 2007). Este patógeno 
ocasiona desnutrición a las plantas, debido a que se localiza en las partes aéreas, limitando en ellas 
el transporte de nutrientes. La enfermedad, se presenta en variedades de arroz de todo el mundo y 
genera pérdidas económicas considerables para los productores (Fedearroz 2000, Wang et al. 2007). 
En  los  últimos  años  el  añublo  del  arroz  ha  cobrado  importancia  para  las  instituciones  que 
desarrollan programas de ingeniería genética vegetal, por el potencial que esta disciplina tiene de 
ofrecer una solución para la enfermedad,  diferente al mejoramiento genético convencional, o el 
tratamiento  de  control  químico  (Alpeter  et  al.  2005,  Maruthasalam  et  al.  2007).  De  allí  que  se 
considere  que  la  ingeniería  genética  es  una  oportunidad  para  incorporar  nuevos  caracteres  de 
resistencia en el arroz (Datta 2004).  
 
Por  lo  tanto,  las  estructuras  anatómicas  y  las  características  fisiológicas  que  determinan  los 
procesos metabólicos de las hojas en plantas de arroz, son susceptibles de mejora genética, con el 
fin de reducir los efectos que sobre estos procesos  pudieran darse,  tanto a nivel  biótico como 
abiótico (Datta 2004). 
 
El  uso  de  promotores  específicos  en  la  producción  de  plantas  transgénicas  de  arroz  con 
características foliares ventajosas, adicionalmente permite reducir el posible riesgo biológico que 
presentan  los  productos  de  consumo  humano  que  se  derivan  de  organismos  genéticamente 
modificados, punto de consideración para su adopción por parte de los productores de arroz, así 
mismo como su bioseguridad para los consumidores (Chaparro-Giraldo 2005).  
 
El paso inicial del aislamiento de una región promotora de un gen cuyo patrón de expresión se 
conoce, es partir de la secuencia terminal 5´, para la cual se hace el diseño de primers y por métodos 
basados en la PCR, se intenta obtener la secuencia (Huang 1994). Una vez se obtiene una secuencia 
candidata se debe analizar su estructura, mediante herramientas bioinformáticas disponibles en 
Internet, a fin de reconocer los elementos característicos que conforman el promotor (Mohanty et al. 
2005).  A  continuación,  la  estrategia  más  usada  es  la  de  fusionarla  con  un  gen  reportero  y 
transformar  una  planta  modelo,  con  el  casette  de  expresión  resultante  (Butenko  et  al.  2006, 
Vaughan et al. 2006).  
 
1.5  Los Derechos de Propiedad Intelectual en Biotecnología  
 
El reconocimiento e identificación de regiones promotoras de expresión específica en órganos o 
tejidos, implica el desarrollo de estudios de expresión, por los que se puede generar conocimiento 
básico, así como información con potencial de ser aplicada en la producción de una nueva variedad 
vegetal, o de algún producto susceptible de protección mediante derechos de propiedad intelectual, 
patentes o certificados de obtentor de variedades vegetales. 
 
Si se piensa en los promotores como unos de los elementos determinantes de la transformación 
vegetal,  con los  que  se  pueda contribuir  a la  solución  de  un  problema  agronómico,  es  posible 
encontrar que en la actualidad existe una red de patentes que rodea el desarrollo de un cultivo 
transgénico.  Con el aumento de la investigación en torno a soluciones biotecnológicas para los 
problemas agronómicos de importantes especies de cultivo, la tendencia a proteger los resultados 
de estos estudios mediante patentes, también se ha visto en aumento (Wright y Pardey 2006). En 
transformación genética vegetal, en efecto, se patentan desde los genes, las regiones promotoras, los 24 
 
sistemas de regeneración, los sistemas de selección de material transgénico, hasta los sistemas de 
transformación de plantas (Chaparro-Giraldo 2005).  
 
La  situación  producida  por  las  redes  de  patentes  ha  llevado  a  que  por  ejemplo,  la  Comisión 
Americana de Fresa, a pesar de haber obtenido un material tolerante a una enfermedad limitante del 
cultivo de la fresa en los Estados Unidos, no pudiera liberarla comercialmente por disputas entre 
los propietarios de las patentes del gen y los propietarios de la patente de la región promotora, y 
como resultado, la Comisión se vio obligada a destruir el material (Thomas 2006).  
 
En la actualidad se conoce que cerca del 74% del genoma del arroz, se encuentra en proceso de ser 
patentado. Dentro de ese porcentaje, se encuentran tanto regiones reguladoras como codificantes. 
Se conocen 3 patentes sobre regiones promotoras de genes de arroz. La primera de ellas, es la No. 
JP2004357517 sobre un promotor específico para tejido verde, solicitada por la Agencia Japonesa de 
Ciencia y Tecnología conjuntamente con el Instituto Japonés de Ciencias Agro-biológicas. Otra de 
ellas  es  la  patente  No.  CN1548536,  de  la  Universidad  Agrícola  de  China,  sobre  un  promotor 
inducible por un patógeno del arroz y por un agente químico. Por último, la Alcaldía de la ciudad de 
Iwate  (Japón),  es  titular  de  la  patente  No.  Jp2002360253  sobre  un  promotor  inducido  por  la 
inoculación de Pyricularia oryzae. La información obtenida indica que existen procesos de patentes 
sobre regiones promotoras vegetales. 
 
En consideración de la tendencia a patentar regiones de importancia en el genoma del arroz, se hace 
necesario conocer el estado de propiedad intelectual sobre dicho genoma, con el fin de entender el 
contexto de las oportunidades de desarrollo biotecnológico en el área de la agricultura (CAMBIA 
2009). 
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2  OBJETIVOS 
 
 
2.1  Objetivo General  
 
Determinar  genes  que  se  expresan  en  lámina  foliar  de  plantas  de  arroz  (Oryza  sativa  L.)  en  la 
variedad colombiana Fedearroz 60 y su estatus de derechos de propiedad intelectual.  
 
 
2.2  Objetivos específicos  
 
2.1.1.  Identificar en el genoma del arroz la secuencia de genes de posible expresión en hojas. 
 
2.1.2.  Seleccionar hasta tres genes de posible expresión en lámina foliar de plantas de arroz, que 
se encuentren libres de derechos de propiedad intelectual. 
 
2.1.3.  Verificar la expresión de estos genes en diferentes órganos de las plantas de la variedad 
colombiana Fedearroz 60.  
 
2.1.4.  Comparar la expresión de los genes seleccionados con la de un gen constitutivo del arroz. 26 
 
3  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1  Identificación de genes de posible expresión en hojas de plantas de arroz  
 
Con el objetivo de identificar genes de posible expresión específica en hojas de plantas de arroz, a 
partir  de  información  previamente  existente,  se  realizó  una  búsqueda  en  tres  fuentes  de 
información.  
 
En primer lugar, se hizo una revisión extensa de artículos en cuatro bases de datos, una de acceso 
público y tres del Sistema de Bibliotecas de la Universidad Nacional de Colombia (SINAB). Se 
examinaron reportes de investigaciones previas sobre expresión específica de genes en hojas de 
plantas  de  arroz,  y  todos  aquellos  artículos  en  los  que  se  hubiera  comprobado  o  evaluado  la 
expresión específica de genes en dicho órgano. Las bases consultadas fueron: 
 
  Springer Link: disponible en http://www.bases.unal.edu.co:2090/journals/ 
  Blackwell  Synergy:  disponible  en  http://www.bases.unal.edu.co:3412/cgi-
bin/home?CRETRY=1&SRETRY=0 
  ScienceDirect: disponible en http://www.bases.unal.edu.co:2053/science  
  Highwire-based journals: disponible en http://www.plantphysiol.org/ 
  PubMed: disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
 
La segunda fuente la constituyeron las bases de datos de acceso público en donde se ha consignado 
la  secuencia  del  genoma  de  arroz  y  parte  de  su  anotación.  La  búsqueda  se  concentró  en  la 
información relacionada con genes conocidos y anotados que pudieran ser de posible expresión 
específica en hojas. Las bases de datos que se usaron son: 
 
  Gramene, secuencia completa del arroz: disponible en http://www.gramene.org/ 
  “Rice Genome Annotation” del “Institute for Genome Research”: disponible en 
http://rice.plantbiology.msu.edu/  
  “International  Rice  Genome  Sequencing  Project”:  disponible  en 
http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/ 
  “The Korea Rice Genome Database”: disponible en http://bioserver.myongji.ac.kr/ricemac.html  
  “BGI Rise Rice Genome Database”: disponible en http://rice.genomics.org.cn/rice/index2.jsp 
 
Por último, se revisó información proveniente de estudios de expresión diferencial de genes cuyos 
resultados se encuentran en librerías de expresión y resultados de análisis con microarreglos para 
órganos, estados de desarrollo y otro tipo de condiciones en plantas de la especie, de tal manera que 
se pudiera localizar genes que se expresan específicamente en hojas. Las bases consultadas fueron: 
 
  dbESTs  de  la  plataforma  del  “National  Center  for  Biotechnology  Information”  (NCBI): 
disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/ 
  Rice Expresssion Database (RED): disponible en http://red.dna.affrc.go.jp/RED/de.  
 
Adicionalmente, en la base de datos de Expressed Sequence Tags (ESTs) se buscó información de 
expresión específica para Arabidopsis thaliana, teniendo en cuenta que una forma de acercarse a los 
genes que puedan ser específicos para hoja en arroz, es utilizar el genoma anotado de A. thaliana, ya 
que aunque pertenece a otra clase de plantas, comparte similitudes genómicas con el arroz (The 
Rice Anotation Project 2007).  
 27 
 
Partiendo  de  los  datos  obtenidos  en  la  base  de  datos  de  ESTs  del  NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  para  O.  sativa  y  A.  thaliana  se  aprovechó  la  herramienta  Digital 
Differential Display (DDD) que ofrece la misma plataforma, de manera que se pudieran identificar 
in silico genes que se expresan únicamente en hojas para las dos especies. En el caso de arroz, se 
identificaron  los  genes  de  expresión  específica  para  la  posterior  búsqueda  y  captura  de  su 
secuencia.  Por  su  parte,  en  el  caso  de  A.  thaliana,  una  vez  efectuada  la  prueba  de  expresión 
diferencial, con los genes de expresión específica en hojas resultantes, se realizaron alineamientos 
usando BLASTn y BLASTp (Altschul et al. 1990) en la plataforma del NCBI, para determinar si se ha 
reportado una secuencia similar en el genoma del arroz que pudiera ser utilizada en los posteriores 
análisis.  
 
En conjunto estas fuentes de información permitieron el acercamiento a genes de posible expresión 
en hojas de plantas de arroz, de manera que los genes identificados se organizaron en una lista. Para 
la captura de las secuencias de  cada uno de los genes identificados se utilizó la base de datos 
GenBank  del  NCBI,  y  se hizo usando  el  nombre  de  los  genes  o  rastreando las  accesiones  que 
pudieron encontrarse en las fuentes de información. Se tuvo particular cuidado en la selección de 
las secuencias requeridas, y en la mayoría de casos se trató de obtener secuencia de DNA completa 
para los genes, aunque para algunos de ellos no ha sido reportada en dicha base de datos y se trabajó 
a partir de secuencia de RNA mensajero reportada en GenBank. 
 
3.2  Búsqueda de genes de expresión en lámina foliar de plantas de arroz sin patentes 
registradas 
 
Una vez identificados los posibles genes de expresión específica en hojas de plantas de arroz, se 
realizó una búsqueda en las bases de datos de patentes, con el fin de determinar si sobre estos genes 
y particularmente sobre los promotores existen o aparecen registradas patentes.  
 
La búsqueda de patentes sobre los genes identificados previamente, se hizo en bases de datos de 
diferentes países y de acceso público, en las cuales se revisó con detalle para el gen y cada una de sus 
partes si existían registros, por lo que el nombre de los genes, su función y abreviatura se usaron 
como palabras clave en los diferentes campos de búsqueda. Así mismo, se buscó de manera general 
en  cada  base  el  número  de  secuencias  relacionadas  con  genes  en  hojas  de  plantas  de  arroz  y 
promotores específicos. 
 
Las bases de acceso público usadas con este propósito fueron: 
 
  Base de datos de patentes colombianas: disponible en http:// www.bancopatentes.gov.co 
  Oficina  de  Marcas  y  Patentes  de  los  Estados  Unidos  (USPTO):  disponible  en 
http://patft.uspto.gov/ 
  Oficina de Patentes Europea: disponible en http://ep.espacenet.com/ 
  Patent Lens_Search Patents: disponible en http://www.patentlens.net/patentlens/simple.cgi  
  Latipat, Patentes Latinoamericanas: disponible en http://lp.espacenet.com/ 
  Patentes Canadienses: disponible en http://www.canadalegal.com/gosite.asp?s=626 
  Patentes Japonesas: disponible en http://www.jpo.go.jp/  
  Patentes australianas: disponible en http://www.ipaustralia.gov.au/patents/search_specs.shtml  
 
La finalidad de esta actividad de búsqueda era conocer el estatus de propiedad intelectual en el que 
se encuentran los genes identificados y sus promotores. Lo anterior teniendo en cuenta que la 
identificación de un gen específico para hoja en arroz, se constituiría en el paso inicial de su futuro 28 
 
aislamiento  y  uso  en  construcciones  quiméricas  para  la  transformación  genética  de  cultivares 
colombianos de la especie, en los cuales sea de interés utilizar promotores específicos.  
 
Es importante señalar que aunque en Colombia no operarían patentes otorgadas en otros países 
sobre una secuencia dada, una de las metas para su uso futuro en programas biotecnológicos en 
nuestro  país  es  poder  trabajar  con  herramientas  de  acceso  libre  y  así  facilitar  los  procesos  de 
investigación y desarrollo que en ocasiones se ven truncados por las redes de patentes previamente 
existentes. 
 
3.3  Selección de genes de expresión en hojas y sin patentes conocidas 
 
Teniendo en cuenta los resultados previos de la búsqueda de genes de expresión específica en hojas 
y por otro lado, de la búsqueda de patentes relacionadas con estos genes, fue posible seleccionar 
algunos para los que se cumplieran dos importantes criterios, 1) fuerte evidencia sobre su posible 
expresión específica y 2) ausencia de patentes sobre su secuencia completa o sobre alguna de sus 
partes. Por consiguiente, una vez obtenidas la identidad, secuencia e información sobre estatus de 
propiedad intelectual de los genes de posible expresión en hojas de plantas de arroz, se estableció 
una  lista  definitiva  de  los  genes  posiblemente  específicos  y  libres  de  patentes  con  los  que  se 
procedió a realizar el análisis de expresión. 
 
Debido al alto número de genes encontrados, se implementó un tercer criterio para la selección, que 
se refería a la capacidad de manejo experimental en los análisis de laboratorio que se describirán 
más adelante.  
 
3.4  Verificación  de  la  presencia  y  determinación  de  la  expresión  de  un  gen 
constitutivo y de genes de posible expresión específica en hojas, en la variedad 
Fedearroz 60. 
 
Las plantas de arroz utilizadas en la fase experimental del trabajo pertenecían todas a la variedad 
colombiana Fedearroz 60. En la primera fase de la verificación, se llevo a cabo la estandarización de 
las técnicas de extracción de DNA genómico a partir de los diferentes órganos de las plantas de 
arroz, con el fin de poder evaluar la presencia del gen constitutivo Actina 1 en dichos órganos. 
 
La  verificación  experimental  de  la  presencia  en  el  genoma  de  la  variedad  de  trabajo  del  gen 
constitutivo, consistió en la amplificación de un fragmento del gen Actina 1 del arroz, mediante la 
técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR por su sigla en inglés). Teniendo en cuenta 
los protocolos de extracción de DNA a partir de diferentes órganos de las plantas de arroz, variedad 
Fedearroz 60, se procedió a verificar la presencia de los genes potencialmente específicos de hojas 
en el genoma de las plantas de la variedad. Dicha verificación se realizó como en el caso del gen 
constitutivo Actina 1, mediante PCR para cada uno de los genes seleccionados.  
 
La expresión de los genes se determinó a nivel de RNA mensajero en los diferentes órganos de las 
plantas de arroz, a través de la transcripción reversa a partir de RNA total y amplificación mediante 
PCR del fragmento del gen, usando como molde el cDNA sintetizado por la transcripción reversa 
(RT-PCR). Para la realización de estos análisis de expresión fue necesaria la estandarización de las 
técnicas de extracción de RNA total a partir de los diferentes órganos de las plantas de arroz, así 
como de la síntesis de cDNA por transcripción reversa a partir de las muestras de RNA.  
 
Esta etapa del trabajo se desarrolló en el Laboratorio de Biología Molecular del Departamento de 
Biología de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogotá.  
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3.4.1  Material vegetal 
 
Teniendo  en  cuenta  el  objetivo  de  comprobar  que  la  expresión  a  nivel  de  RNA  de  los  genes 
seleccionados se presentaba solo en hojas, como consecuencia de la presencia de un promotor 
específico y no constitutivo o inducible, se evaluó dicha expresión en los diferentes órganos de las 
plantas de arroz en varios de las estados de la fenología y en dos condiciones de cultivo diferentes. 
Por consiguiente, en la etapa experimental del trabajo se utilizó material vegetal de la variedad 
Fedearroz 60 de dos orígenes, por un lado se trabajó con plantas cultivadas in vitro y por el otro, con 
plantas cultivadas ex vitro. 
 
Se trabajó inicialmente con plantas cultivadas  in vitro para el establecimiento de protocolos de 
extracción de DNA y RNA de plantas de arroz. El material de partida para el cultivo in vitro fueron 
semillas  donadas  por  Fedearroz  –  Fondo  Nacional  del  Arroz,  provenientes  del  Centro  de 
Investigaci￳n “Las Lagunas”  ubicado en Salda￱a  – Tolima. Las semillas fueron descascaradas y 
seleccionadas  manualmente  para  su  desinfección  con  el  proceso  establecido  por  el  Grupo  de 
Ingeniería Genética de Plantas de la Universidad Nacional de Colombia. Posteriormente, se realizó 
la  siembra  de  las  semillas  directamente  en  medio  de  cultivo  Murashige  &  Skoog  (1962) 
suplementado con sacarosa 30 g/L y agar 6 g/L, pH 5.8 (Figura 3, Anexo  1 y 2).  
 
      
Figura 3. Semillas y germinación in vitro de material vegetal de la variedad Fedearroz 60. A: Semillas 
con cáscara B: Semillas sembradas en medio MS luego del proceso de desinfección. 
 
Todo el proceso de germinación, crecimiento y desarrollo de las plantas hasta que alcanzan los 
sesenta días de edad, se desarrolla en condiciones de fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de 
oscuridad, temperatura de 28±2°C y 70±5 % de humedad relativa, en el cuarto de crecimiento para 
arroz  del  Grupo  de  Ingeniería  Genética  de  Plantas,  ubicado  en  el  Instituto  de  Genética  de  la 
Universidad Nacional de Colombia (Figura 4).  
 
   
Figura 4. Material vegetal de la variedad Fedearroz 60 cultivado in vitro. A: Germinación in vitro de 
semillas, B: Plantas obtenidas por germinación in vitro a partir de semillas. 
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Al alcanzar los sesenta días de edad, las plantas in vitro pierden viabilidad, por escasez de espacio 
para su óptimo crecimiento, aún cuando se realiza un cambio de medio al mes de la siembra, razón 
por la cual las poblaciones de plantas in vitro se sembraron cada treinta días, a fin de obtener el 
material para el trabajo en laboratorio. 
 
Para el análisis de expresión diferencial  se tomaron muestras de las plantas en cuatro estados 
fenológicos  correspondientes  a  emergencia,  plántula,  macollamiento  y  primordio  floral. 
Adicionalmente, las semillas de partida para los cultivos in vitro se tomaron como el estado cero “0” 
en el análisis (Tabla 2). Dada la disponibilidad de las plantas cultivadas in vitro, siempre se utilizó 
para las extracciones tanto de estandarización como del análisis de expresión, material vegetal 
fresco, separado en los diferentes órganos en el momento de las extracciones.  
 
Las plantas cultivadas ex vitro se colectaron en campo directamente y en este caso se pudieron 
recoger muestras en seis estados fenológicos: emergencia, plántula, macollamiento, primordio floral, 
floración y maduración (Tabla 2). Los cuatro primeros estados se encontraron en el Centro de 
Investigaci￳n “Las Lagunas” ubicado en Salda￱a – Tolima, mientras que los estados de floración y 
maduración fueron  colectadas  en  la  Finca  La  Florida  ubicada  en  la  vía  Vereda  al  Cairo  a tres 
kilómetros del centro de investigación.  
 
Tabla 2. Tipo, edad y órganos del material vegetal utilizado para los análisis de expresión de los genes 
seleccionados. 
 
La edad de las plantas se refiere al número de días de crecimiento que tenía la planta al momento de 
la recolección desde su germinación, que se considera como el día 1. Tanto en el cultivo in vitro, 
como  con  las  plantas  cultivadas  ex  vitro,  las  edades  de  los  diferentes  estados  recolectados,  se 
establecieron de acuerdo con la descripción teórica de la fenología  del arroz en combinación con el 
conocimiento práctico que se tiene sobre el cultivo. 
 
La recolección de las plantas de los cultivos ex vitro consistió en dos partes. La primera parte fue la 
recolección de plantas completas que fueron envueltas en papel húmedo y separadas en bolsas 
plásticas de acuerdo con el estado fenológico, y posteriormente fueron transportadas en frío desde 
el lugar de la recolección hasta el laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Biología 
de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá, en donde se almacenaron a -20°C para la 
extracción de DNA (Figura 5).  
 
FUENTE DEL 
MATERIAL 
 
ESTADO 
FENOLÓGICO 
 
EDAD 
 
ÓRGANOS COLECTADOS 
 
 
In vitro 
Semilla  0  Semilla entera y Embriones 
Emergencia  5 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Plántula  15 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Macollamiento  45 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Primordio floral  60 días  Hojas, Tallos, Raíces 
 
 
 
 
Ex vitro 
 
Emergencia  8 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Plántula  14 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Macollamiento  49 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Primordio floral  58 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Floración  90 días  Hojas, Tallos, Raíces 
Maduración  110 días  Hojas, Tallos, Raíces, Flores y Semillas 31 
 
                                                                                         
Figura 5. Material vegetal ex vitro variedad Fedearroz 60. A: Plántula en emergencia, B: Plántula en 
estado  de plántula, C: Planta en estado  de macollamiento, D: Planta en estado  de primordio floral, E: 
Planta en estado  de floración, F: Planta en estado  de maduración.  
 
 
La segunda parte consistió en la recolección de muestras de los órganos vegetales presentes en cada 
estado fenológico para la extracción de RNA, que se separaron a partir de plantas completas en el 
lugar  de  la  colecta  y  justo  después  de  su  extracción  del  suelo  (Tabla  2).  Dichas  muestras  se 
conservaron en TRIzol® alicuotado en tubos de polipropileno de 15 mL de capacidad, para su 
transporte y almacenamiento en las mismas condiciones que las plantas completas. Se realizó esté 
proceso para la toma de muestras ya que en otras condiciones de conservación de las muestras el 
RNA se degradó. 
 
3.4.2  Extracción de DNA genómico de plantas de arroz 
 
La extracción de DNA genómico en hojas, tallos y raíces de plantas de arroz cultivadas in vitro, se 
estandarizó  a  partir  del  protocolo  propuesto  por  Collard  y  colaboradores  (2007),  con 
modificaciones referentes al tipo de tejidos y tiempos de ejecución de la técnica (Anexo 3).    
 
Se tuvo especial cuidado en la separación de los órganos de las plantas cultivadas in vitro, ya que en 
particular  el  tallo  en  plantas  monocotiledóneas  puede  confundirse  con  las  hojas,  debido  a  la 
morfología  de  la  planta.  Las  extracciones  se  realizaron  en  plantas  de  8,  15  y  30  días  de  edad, 
utilizando tejido fresco en todos los casos (Figura 6). 
 
En lo referente a la extracción de DNA a partir de semillas, pertenecientes al mismo lote del cual se 
produjeron  las  poblaciones  in  vitro,  se  logró  establecer  una  buena  extracción  partiendo  del 
protocolo descrito por Kang y colaboradores (1998) y realizando los ajustes pertinentes con la 
calidad y cantidad de tejido inicial para la extracción (Figura 6C, Anexo 4).  
 
La extracción de DNA vegetal en los diferentes órganos de las plantas de arroz cultivadas ex vitro se 
realizó  a  partir  de  los  protocolos  previamente  establecidos  con  plantas  in  vitro  de  la  variedad 
Fedearroz 60 (Figura 7). El material  ex vitro para las extracciones consistió en muestras de las 
plantas completas que se colectaron en campo y se mantuvieron a -20°C. 
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Figura 6. Material vegetal variedad Fedearroz 60, para extracción de DNA. A: Plántula completa de la 
variedad, B: Hojas, C: Tallos, D: Raíces, E: Semillas completas, F: Semillas descascaradas, G: Cuartos de 
semillas conteniendo el embrión. 
                                                
                                    
 
                                                       
                                               
Figura 7. Material vegetal in vitro y ex vitro variedad Fedearroz 60, para extracción de DNA. A: Planta 
in vitro en estado  de macollamiento, donde se aprecian hojas, tallos y raíces, B: Planta  ex vitro en 
estado  de macollamiento, donde se aprecian hojas, tallos y raíces, C: Planta  ex vitro en estado  de 
maduración, donde se aprecian hojas, tallos, raíces, flores y semillas.  
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Fue necesario implementar modificaciones a las metodologías dadas las particularidades de las 
plantas cultivadas ex vitro, sobretodo en órganos como las raíces y las inflorescencias, casos en los 
que la extracción se realizó con el Kit de extracción de DNA Qiagen DNeasy mini kit (Anexo 8).  
 
La calidad del DNA genómico extraído de los diferentes órganos se evaluó mediante electroforesis 
en geles de agarosa al 1%. La concentración de las muestras de DNA para cada órgano se calculó 
mediante espectrofotometría, utilizando el equipo BioRad Smart Spec™ Plus Spectrophotometer, 
catalogo  No.  170-2525  ubicado  en  el  Laboratorio  de  Biotecnología  Vegetal  de  la  Facultad  de 
Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia.  
 
3.4.3  PCR para el gen Actina 1 y genes de posible expresión específica en hojas 
 
El  gen  Actina  1  de  arroz,  gen  constitutivo  que  codifica  la  proteína  Actina  1,  componente  del 
citoesqueleto de las células eucarióticas, se seleccionó para ser usado como control en la evaluación 
de la presencia y expresión de genes posiblemente específicos de hojas de plantas de arroz.  
 
Teniendo en cuenta la secuencia y estructura del gen (GenBank Accesión No. X15865), se diseñaron 
los oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento de 769 pares de bases (pb) a partir de 
DNA genómico y un fragmento de 517 pb a partir de DNA complementario (cDNA).  
 
Los  primers  se  diseñaron  usando  la  herramienta  de  acceso  libre  en  línea  Primer3 
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), fueron fabricados por Invitrogen, y su secuencia es: 
Primer Forward (OsAct F): 5 ´- GCCGTCCTCTCTCTGTATGC- 3´ 
Primer Reverse (OsAct R): 5 ´- GCAATGCCAGGGAACATAGT - 3´ 
 
Aunque estos primers se diseñaron con temperatura de anillamiento teórica de 60°C, se realizaron 
tres PCR en gradiente de temperatura a) 48 a 54°C, b) 54 a 60°C y c)°60 a 66 °C, para determinar la 
temperatura adecuada para la amplificación del fragmento esperado. Se partió del protocolo de 
amplificación  del  gen  Actina  1  en  Solanum  tuberosum,  estandarizado  previamente  por  el  Grupo 
Ingeniería Genética de Plantas, en donde la mezcla de la reacción está compuesta de Buffer de 
reacción (Tris-HCl 200 mM pH 8.5, KCl 500 mM) 1X, MgCl2 2 mM, dNTPs 0,2 mM, PF 0,2 µM, PR 
0,2  µM,  Taq Polimerasa  1U/µL  y  50  ng  de  DNA  molde  extraído  de  hojas  de  plantas  de  arroz 
variedad  Fedearroz  60.  Los  componentes  de  la  mezcla  a  excepción  del  DNA  vegetal,  fueron 
adquiridos de la casa comercial Invitrogen. El ciclo de la reacción se describe en la Tabla 3. 
 
Tabla 3. Condiciones de estandarización de la amplificación por PCR del gen Actina 1. 
CICLO  REPETICIONES  PASO  TEMPERATURA  TIEMPO 
Ciclo 1  1X  Paso 1  95°C  4 minutos 
 
 
Ciclo 2 
 
 
35X 
Paso 1  95°C  30 segundos 
 
Paso 2 
a)  48-54°C 
b)  54-60°C 
c)  60-66°C 
 
30 segundos 
Paso 3  72°C  45 segundos 
Ciclo 3  1X  Paso 1  72°C  7 minutos 
Ciclo 4  1X  Paso 1  20°C  5 minutos 
 
Una vez determinada la temperatura más adecuada para la amplificación del fragmento de 769 pb 
esperado a partir de DNA genómico, se realizaron las correspondientes reacciones de amplificación 
para el gen utilizando el DNA de tallos, raíces y semillas de la variedad Fedearroz 60, con el fin de 
ajustar para todos los órganos, la amplificación del gen constitutivo. En estas reacciones se usó 
siempre como control absoluto agua desionizada y estéril. 34 
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Tras la selección de genes de posible expresión en lámina foliar de plantas de arroz y libres de 
derechos de propiedad intelectual, se diseñaron primers específicos para sus secuencias, con el fin 
de detectar su presencia en el genoma de la variedad Fedearroz 60 mediante PCR para cada uno de 
ellos.  
 
Todos los primers se diseñaron con la herramienta Primer3 y fueron sintetizados por Invitrogen. Se 
diseñaron dos tipos de primers dependiendo de la secuencia de partida para cada gen, a) Para 
aquellos casos en los que se capturó secuencia completa de DNA, se tuvo en cuenta para el diseño 
de los primers la estructura del gen, con el objetivo de diferenciar la amplificación a partir de DNA 
de aquella en la que el molde para la amplificación fuera cDNA, y b) Para aquellos casos en los que 
se encontró únicamente secuencia de RNA mensajero, los primers se diseñaron hacia el extremo 3´ 
para asegurar presencia de transcritos cuya degradación comienza por el extremo 5´, con un tamaño 
de fragmento de amplificación esperado de alrededor de 500 pb. 
 
Aunque las temperaturas teóricas de fusión de todos los primers estaban alrededor de los 60°C, en 
cada uno de los casos, se realizaron PCR en gradiente de temperatura de anillamient o de los 
primers,  para  ajustar  esta  condición  de  amplificación  para  el  gen.  Las  demás  condiciones  de 
amplificación se efectuaron teniendo en cuenta las previamente establecidas para el gen Actina 1, en 
cuanto a la mezcla y ciclo de la reacción, que se mantuvieron constantes para los diferentes genes. 
 
Una vez establecida la temperatura de anillamiento para cada par de primers, se procedió a realizar 
PCR de los genes seleccionados en las muestras de DNA de los diferentes tejidos de las plantas  in 
vitro y ex vitro colectadas. En todos los casos se utilizaron 3 µL del DNA genómico.  
 
3.4.4  Extracción de RNA total de plantas de arroz 
 
La extracción de RNA total a partir de los diferentes órganos de las plantas colectadas ex vitro y las 
plantas cultivadas in vitro de la variedad Fedearroz 60, se realizó usando el reactivo TRIzol ® y 
siguiendo el protocolo modificado en las estados previas del trabajo, a partir del descrito por el 
fabricante (Invitrogen).  
 
                                              
Figura 8. Material vegetal variedad Fedearroz 60, para extracción de RNA. A: Hojas, B: Tallos, C: Raíces, 
D: Embriones de las semillas. 
 
Con las plantas in vitro se utilizó tejido fresco y se llevó a cabo la separación de los tejidos justo 
antes  de  la  extracción.  Mientras  que  las  plantas  cultivadas  ex  vitro,  y  cuyas  muestras  estaban 
almacenadas a -20°C, la extracción se realizó poco tiempo después de la colecta del material vegetal 
y se usó mayor cantidad de tejido para la extracción, especialmente en muestras de raíces (Figura 
7).  
 
En cuanto a las semillas de arroz de la variedad de trabajo, la extracción de RNA total se realizó a 
partir de los embriones, separándolos cuidadosamente de la semilla entera, y siguiendo el protocolo 
descrito Kang y colaboradores (1998) para la extracción de DNA (Anexo 6). Este protocolo se 
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seleccionó para su uso en extracción de RNA total, después de observar que permite obtener RNA 
de buena calidad, resultado que no fue posible obtener con otros protocolos de extracción de RNA 
utilizados.  
 
                                           
                                           
Figura 9. Material vegetal ex vitro variedad Fedearroz 60 estado  floración, para conservación en TRIzol 
y posterior extracción de RNA. A: Tallos, B: Hojas, C: Raíces, D: Flores. 
 
La integridad y calidad de las extracciones de RNA realizadas en hojas, tallos, raíces y semillas de 
arroz de la variedad Fedearroz 60 se visualizó en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio, 
después de una electroforesis a 90 V por 45 minutos en buffer TAE al 0,5%. Para tal efecto se evaluó 
la presencia de dos bandas conspicuas que representan las subunidades 28 y 18S del RNA ribosomal 
y de menor tamaño un barrido correspondiente a los RNAs de transferencia. Los resultados se 
documentaron mediante fotografías en blanco y negro obtenidas con rl transiluminador Uvitec-
Uvisave.  
 
3.4.5  Transcripción reversa y amplificación por PCR a partir de DNA complementario  
 
La determinación de la transcripción a nivel de RNA mensajero del gen Actina 1 y de los posibles 
genes de expresión específica en hojas, se hizo mediante Transcripción Reversa y amplificación de 
su cDNAs (RT-PCR) utilizando RNA total de los diferentes órganos de las plantas cultivadas in 
vitro y ex vitro de la variedad Fedearroz 60, en cada uno de los estados fenológicos considerados en el 
trabajo. 
 
La reacción se hizo con el kit First Strand cDNA Synthesis de Fermentas Life Sciences. En esta 
reacción se utilizó de 0.1 a 5 ng de RNA total, concentración que fue estimada de acuerdo con la 
intensidad de las bandas en los geles de agarosa, 0.025 µg de primer oligo dT, Buffer de reacción 1x  
4μl, 1 u de RiboLock™ Inhibidor Ribonucleasa, Mix de dNTPs 1 mM, 2 U de transcriptasa inversa 
del Virus de la Leucemia Murina (M-MuLV) y agua libre de RNAasas hasta completar una reacción 
de 20 μl. Se coloc￳ un control absoluto, es decir, una muestra con agua en lugar de RNA para 
garantizar  que  no  hubiera  contaminación  en  la  reacción,  y  que  los  resultados  obtenidos  en  la 
posterior PCR, correspondieran en efecto a la presencia de cDNA.  
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Las condiciones para la reacción se siguieron de acuerdo con lo recomendado por el fabricante del 
kit. El cDNA de cadena sencilla sintetizado se usó directamente para amplificación por PCR y el 
volumen restante se conservó a -20°C.  
 
En todas las extracciones de los diferentes órganos, se hizo tratamiento de las muestras con DNasa I 
Grado de amplificación, fabricada por Invitrogen, para remover la posible contaminación con DNA. 
El  tratamiento  se  realizó  después  de  probar  diferentes  concentraciones  de  la  enzima,  que 
permitieran eliminar la contaminación con DNA sin perder la calidad e integridad del RNA (Anexo 
7)  
 
Posteriormente a la transcripción reversa se efectuaron las respectivas reacciones de amplificación 
para  cada  uno  de  los  genes  seleccionados  y  el  gen  consittutivo  Actina  1,  de  acuerdo  con  las 
condiciones  que  se  habían  establecido  previamente  para  cada  uno  de  ellos,  a  partir  del  DNA 
genómico.  
 
En lo referente a la amplificación por PCR del fragmento de interés del gen Actina 1, se usaron 5 µL 
del cDNA obtenido en la síntesis como molde para la reacción. Los controles de la reacción fueron el 
control  absoluto  que  era  agua  desionizada  estéril,  y  el  control  positivo  que  consistió  en  una 
amplificación a partir de DNA genómico, y por último el control de contaminación en el RNA con 
DNA genómico, que consistió en una muestra de RNA que no se trató con transcriptasa inversa. 
 
Para las reacciones de los genes de posible expresión específica, se utilizó un volumen de 4 µL de 
cDNA molde, las demás condiciones permanecieron constantes en la mezcla y ciclo de la reacción. 
Además  del  control  absoluto  que  era  agua  desionizada  estéril,  se  utilizaron  como  controles 
positivos, amplificaciones a partir de DNA genómico para cada órgano, estado fenológico y gen, así 
como el control de contaminación en el RNA con DNA genómico, que consistió en una muestra de 
RNA que no se trató con transcriptasa inversa. 
 
Los resultados de las amplificaciones para los diferentes genes en los órganos y estados descritos 
anteriormente, a partir de cDNA se visualizaron en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 0,5%, tras la 
electroforesis durante 45 minutos y 90 V. Como en los anteriores casos, se documentaron dichos 
geles por fotografías capturadas con el transiluminador Uvitec-Uvisave. 
 
3.5  Establecimiento de los genes de expresión en hojas 
 
Una vez obtenidos los resultados, se determinaron los genes que se expresan exclusivamente en las 
hojas de plantas de arroz, con el fin de recomendar su uso para el futuro aislamiento de regiones 
promotoras  órgano-específicas,  que  puedan  utilizarse  en  programas  de  ingeniería  genética  de 
variedades colombianas de arroz. 37 
 
4  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1  Identificación de genes de posible expresión en hojas de plantas de arroz  
 
Con el objetivo de identificar genes de posible expresión específica en hojas de plantas de arroz, se 
consideraron en este trabajo como fuentes de información no solo la liberada como producto de la 
secuenciación del genoma, sino también aquella información sobre estudios de expresión de genes 
en plantas de arroz y artículos científicos. Lo anterior teniendo en cuenta que las dos secuencias del 
genoma del arroz, además de la tecnología para el análisis a gran escala de  los transcritos, las 
proteínas y los mutantes, proporcionan las bases para la comprensión de las relaciones entre los 
genes, las proteínas que estos codifican y los fenotipos que resultan de ambos. Por consiguiente, se 
constituyen en una herramienta clave para ampliar el conocimiento que se tiene de la genómica 
estructural y funcional de la especie (Xu et al. 2007).  
 
Mediante la búsqueda realizada en las bases de datos de artículos científicos, se pudo establecer 
que existe alguna literatura previa sobre genes de expresión específica en hoja, o estudios en los que 
se  encontró  indirectamente  este  tipo  de  expresión.  Se  utilizaron  dos  criterios  principales  de 
búsqueda  en las bases de datos consultadas 1) promotor de hoja en arroz y 2) expresión génica en 
hojas de arroz. De la totalidad de artículos relacionados con los términos de búsqueda, se revisó el 
10% en cada base (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Artículos sobre genes de posible expresión en hojas de plantas de arroz. 
 
BASE DE 
DATOS 
CRITERIO DE BÚSQUEDA   
ARTÍCULOS DE 
INTERÉS REVISADOS 
Expresión génica en hojas 
de plantas de arroz 
Promotores de 
hojas de arroz 
Pubmed Central  298  80  38 
Highwire-based 
journals 
12803  8004  2080 
Blackwell 
Synergy 
472  72  55 
Springer link  8943  4542  1348 
Science direct  9198  4293  1348 
 
A pesar del elevado número de artículos revisados, solo fueron útiles ocho de ellos para establecer la 
lista inicial de posibles genes de expresión específica en hojas. Se consideró que los resultados de 
dichos  trabajos  eran  confiables  y  estaban  bien  soportados  por  evidencia  científica.  En  estos 
artículos se hizo uso de técnicas como microarreglos (Yokoyama et al. 2004), análisis de expresión 
diferencial usando transcripción reversa (Iwamoto et al. 2000), Real Time RT-PCR (), inmunoblots 
(Kamachi et al. 1992), transformación de plantas (Matsuoka et al. 1993, Iwamoto et al. 2000, Wang et 
al.  2006),  proteómica  (Komatsu  et  al.  2003)  desarrollo  de  librerías  genómicas,  clonación  y 
caracterización de genes específicos,  (Sakamoto et al. 1995, Yamanouchi et al. 2002). 
 
En cuanto a las bases de datos sobre el genoma de Oryza sativa revisadas, se encontró que solo en la 
base de la Anotación del Genoma del Arroz (TIGR), se reporta un gen de expresión en el órgano de 
interés. En las demás bases de datos, la información reportada no sirvió para establecer otros genes 
de posible expresión específica en hojas (Tabla 2). Lo anterior porque en dichas bases no existen 
herramientas para hacer búsquedas sin contar con información previa, sin embargo, una vez se 
conocen los nombres de los genes se puede encontrar la localización en el mapa físico del genoma 
de la especie para cada uno de los ellos. 
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Como tercera fuente de información se utilizaron las bases de datos de resultados experimentales 
como  microarreglos  y  librerías  de  ESTs.  Lo  primero  teniendo  en  cuenta  que  el  análisis  de 
microarreglos para la identificación y caracterización de cDNA se ha convertido en una poderosa 
herramienta para la comprensión de las respuestas medioambientales y de desarrollo en las plantas, 
ya  que  permite  estudiar  miles  de  genes  simultáneamente  proporcionando  una  considerable 
cantidad  de  información,  que  en  la  mayoría  de  los  casos  debe  ser  explorada  posteriormente  
(Akimoto et al. 2003).  
 
Los microarreglos se han utilizado en el estudio del desarrollo, cambios en la disponibilidad de 
nutrientes, respuestas a herbivoría, patógenos y factores medioambientales, entre otros (Rabbani et 
al. 2003).  En el caso de los microarreglos disponibles para arroz (http://red.dna.affrc.go.jp/RED/de), 
no  se  encontraron  posibles  genes,  dado  que  en  los  trabajos  de  investigación  en  los  que  se  ha 
utilizado  esta  técnica  no  han  hecho  comparaciones  entre  órganos,  en  dichos  trabajos  se  han 
sometido  las  plantas  a  diferentes  condiciones  fisiológicas  para  evaluar  la  expresión  bajo  esos 
tratamientos.  
 
Por  su  parte,  además  de  contar  hoy  en  día  con  la  secuencia  del  genoma  del  arroz,  es  posible 
encontrar más de 300000 ESTs y clones de cDNA, que se han obtenido en diferentes condiciones 
ambientales y de desarrollo, así como de diferentes tejidos y órganos de las plantas. El análisis de 
estas librerías y de los ESTs permite hacer estudios de expresión diferencial de genes, abundancia 
de transcritos y localización de la expresión (IGRSP 2005). En la base de datos ESTs para arroz, 
disponible  en  la  base  de  datos  dbEST  del  NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  hay  cerca  de 
1’100.000 ESTs, allí se encontró que existen librerías para hojas jóvenes, maduras y de algunas 
plantas sometidas a diferentes tratamientos fisiológicos (Tabla 5). 
 
Tabla 5. ESTs presentes en la base dbESTs del NCBI. 
 
ÓRGANOS 
Oryza 
sativa 
Arabidopsis 
thaliana 
Hoja plántulas y hojas maduras  137855  4732 
Otros  órganos  de  la  planta  y  condiciones  especiales  de 
tratamiento de las plantas 
952636  904805 
Total ESTs planta completa  1090491  909537 
 
Mediante la herramienta de Digital Differential Display igualmente disponible en la plataforma del 
NCBI, se compararon las librerías existentes de ESTs de hojas, contra los encontrados en el resto de 
la  planta.  También  fue  posible  aplicar  este  procedimiento  con  las  librerías  disponibles  para 
Arabidopsis thaliana. Del ejercicio con DDD se encontraron en arroz dos ESTs y en A. thaliana uno, que 
se expresan diferencialmente en las hojas respecto a la planta completa. Este resultado se interpretó 
como  un  indicador  de  que  posiblemente  las  ESTs  corresponden  a  genes  que  tienen  expresión 
específica en hojas y por lo tanto se tuvieron en cuenta dentro de la lista de genes candidatos.  
 
En el caso de la EST identificado en A. thaliana (Accesión NM_123957.2) se realizaron alineamientos 
mediante las herramientas BLASTn y BLASTp para determinar si existe en el genoma del arroz una 
secuencia similar, con la que se pudiera realizar la evaluación de la expresión específica en hojas. En 
los alineamientos se observó que al comparar la secuencia de nucleótidos del RNA mensajero de A. 
thaliana correspondiente al EST, no ha sido reportada una secuencia similar en arroz.  Por su parte, 
en el alineamiento con la secuencia de la proteína que es codificada por el RNA mensajero, se 
encontró que existe en el genoma del arroz, una proteína similar (Score 391, valor e = 5e-107). A 
partir de esa proteína se capturo la secuencia de nucleótidos y se incluyó al gen dentro de la lista de 
posibles genes específicos de hoja.  
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Tabla 6. Genes de posible expresión en hojas de plantas de arroz. 
FUENTE  No  GEN  ACCESIÓN 
Yokoyama et al. 2004.    1  OsXTH19 proteína putativa, C4 
esterol metil oxidasa  
AC113930  
(OJ1384D03.12) 
2  OsXTH22 proteína con 
repetición de Pentatricopeptido 
(PPR)  
AP004026  
(OJ1136_C04.15) 
3  OsXTH24 proteína putativa 
retrotransposon, subclase  Ty3-
gypsy  
AC120506 
(OSJNBb0060O08.26) 
4  OsXTH28  AC118981 
(OSJNBa0060E18.16) 
Yamanouchi et al. 2002.    5  Spl7 Proteína de la mancha de la 
hoja 
BD143525 
Sakamoto et al. 1995.  6  SPS Sacarosa fosfato sintasa de 
arroz  
D45890 
Iwamoto et al. 2000. 
 
7  CatC Catalasa C  D86611 
 
8  CatA Catalasa A  D29966 
Wang et al. 2006.  9  OsFAD8  AB232383 
Kamachi et al. 1992.  
 
10  GSI Glutamina sintetasa I    X14245 
11  GS2 Glutamina sintetasa II    X14246 
12  Fd-GOGAT Glutamina sintetasa 
dependiente de ferredoxina 
Y12595 
Matsuoka et al. 1993.  13  Piruvato ortofosfato dikinasa  D87952 
Komatsu et al. 2003.   14  Proteína de unión a calcio  AB021259 
15  Dehidroascorbato reductasa 1 
dependiente de glutatión  
AB037970 
16  Proteína WSI18   AP003381 
17  Proteína precursora similar a 
Taumatina 
 X68197 
18  Superóxido dimutasa Cu/Zn  NM_001069049.1 
19  Proteína precursora del sistema 
de clivaje H de glicina 
NM_001071595 
20  Lectina de unión a manosa  AB012605 
21  Producto del gen SalT  AF001395 
22* 
 
Subunidad pequeña de la  
Ribulosa Bifosfato carboxilasa 
NM_001073136.1 
  DDD  
  23**  Proteína con el dominio RNP-1 
de unión a RNA  
 
NM_001055442 
  Base de datos de la 
Anotación del Genoma del 
Arroz (TIGR) 
DDD A. thaliana y BLASTp 
con Oryza sativa 
24  Proteína hipotética con varios 
dominios identificados 
AL606590 
CDA40026 
*Gen de la subunidad pequeña de la RuBisCO encontrado en dos fuentes de información: Komatsu et al. 2003 y DDD 
Oryza sativa. 
**Proteína de unión a RNA encontrada en dos fuentes de información: DDD Oryza sativa y Base de datos de la 
Anotación del Genoma del Arroz (TIGR) 40 
 
Teniendo  en  cuenta  los  diferentes  resultados  obtenidos  de  la  búsqueda  en  las  fuentes  de 
información, se estableció una lista de 26 genes candidatos de posible expresión específica en hojas 
de plantas de arroz (Tabla 6). 
 
Una vez identificados los genes, se realizó la respectiva captura de sus secuencias. Para esto se 
revisó la base de datos GenBank, usando palabras clave para cada uno de dichos genes, se trató de 
seleccionar la accesión y secuencia mejor anotada en cada uno de los casos. Igualmente, en este 
proceso de captura se pudo establecer que en la lista inicial de genes, dos de ellos fueron obtenidos 
cada uno a partir de dos fuentes de información diferentes, es decir, redundaron en la lista inicial, y 
se sospechó podrían estar codificando para la misma proteína, razón por la cual se realizó una 
comparación de las secuencias con la herramienta CLUSTALW, lo cual permitió corroborar que en 
efecto correspondían a los mismos genes. Por consiguiente se procedió a unificar la información 
respecto a la accesión e identidad y reducir la lista definitiva de genes potencialmente específicos de 
hojas de plantas de arroz a 24 genes candidatos. 
 
4.2  Búsqueda de genes de expresión en lámina foliar de plantas de arroz sin patentes 
registradas 
 
En un estudio realizado en Patent Lens se encontró que solo en Estados Unidos cerca del 0,26% del 
genoma del arroz ha sido patentado y las aplicaciones de patentes que se encuentran en proceso 
cubren un 74% del genoma, esto incluye tanto secuencias codificantes y no codificantes, como es el 
caso de los promotores. Existe por tanto un alto interés de patentar secuencias del genoma del 
arroz,  relacionadas  no  solo  con las características controladas  por los  genes, sino  también  por 
aspectos de los procesos regulados por otras regiones genómicas. Esto conlleva una reducción de la 
libertad de operar con ciertas regiones o secuencias que ya han sido patentadas, en procesos de 
investigación y de desarrollo biotecnológico (CAMBIA 2009). 
 
En consideración del anterior panorama, dado el número de genes encontrados como de posible 
expresión en hojas, y asumiendo que la búsqueda de dichos genes tiene como finalidad última 
determinar aquellos cuya expresión esté restringida a este órgano y que no hayan sido patentados, 
se procedió a buscar en diferentes bases de datos de patentes de dominio público, de manera que se 
pudiera establecer si alguno o algunos de estos 24 genes ha sido protegido por patentes o está en 
ese proceso de protección intelectual.  
 
En una primera aproximación a las bases de datos de dominio público, se buscó el número de 
patentes que pudieran estar otorgadas o en proceso, relacionadas con hojas de arroz, genes de hojas 
de arroz y promotores tanto en arroz como en los genes de hojas (Tabla 7).  
 
Tabla 7. Patentes o aplicaciones de patentes relacionadas con promotores, genes y hojas de plantas de 
arroz. 
 
BASE DE DATOS 
TÉRMINOS DE BÚSQUEDA 
Hojas de 
arroz 
Genes de hojas 
de arroz 
Promotores de 
genes de arroz 
Promotores de genes 
de hojas de arroz 
Patentes colombianas  4  0  0  0 
Patentes  de  Estados 
Unidos 
13460  5699  9093  4912 
Patentes Europeas  1560  1  21  0 
Patentes 
Latinoamericanas 
21  0  0  0 
Patentes Canadienses  3  0  0  0 
Patentes Japonesas  3511  0  0  0 41 
 
Patentes australianas  18  0  0  0 
Patent Lens  40434  23377  54029  25531 
 
Se  observó  que  el  mayor  número  de  patentes  y  aplicaciones  de  patentes  que  responden  a  los 
términos de búsqueda se registran en los Estados Unidos. Esto puede significar que hay procesos o 
características que son de interés para el desarrollo de innovaciones en biotecnología relacionadas 
de manera indirecta con el objetivo de este trabajo, que es identificar genes que se expresan en hojas 
de plantas de arroz. Este hecho realza la importancia de conocer, el estado de propiedad intelectual 
en la que se encuentran los genes candidatos, al mismo tiempo que confirma el hecho de que hay 
procesos que se desarrollan en las hojas, que son de interés para algún sector ya sea el agrícola o el 
de la biotecnología (CAMBIA 2009). 
 
Igualmente, en las bases de datos de patentes se consultó gen por gen utilizando palabras clave del 
nombre y revisando en cada caso la totalidad de registros disponibles o un 10 por ciento de los 
mismos  para aquellos genes en que  el número de registros de patentes presente en la base de datos 
fuera muy alto.  
 
Una vez realizada la búsqueda se encontró que para seis de los 24 genes aparecen registros de 
patentes o solicitudes de patentes relacionadas, en algunas de las bases de datos (Tabla 8). Para los 
demás genes no se encontraron registros de ninguna patente o aplicación de patente en proceso. 
 
Tabla 8. Genes de posible expresión en hojas, con patentes registradas en las bases de datos. 
 
Dentro de la lista de genes con patentes registradas, se encontraron dos casos particulares.  Dichos 
casos corresponden a genes que codifican para la Glutamino sintetasa 1 y Glutamino sintetasa 2, de 
los cuales aparece una patente que usó la secuencia codificante de los mismos, la evidencia de 
literatura que señalaba la expresión específica en hojas de estos genes, había llegado a determinar la 
expresión incluso a nivel de los tejidos presentes en la hoja, sin embargo, por el hecho de no cumplir 
con el criterio estar libres de patentes, se constituye en una razón para excluir a los genes de la lista 
de  genes  de  posible  expresión  específica  en  hojas  de  plantas  de  arroz  y  por  ende  del  análisis 
posterior, aún cuando la región promotora no está siendo reclamada en la patente.  
 
4.3  Selección de genes de expresión en hojas y sin patentes conocidas 
 
La selección de los genes para la verificación de la expresión en hojas de plantas de arroz, se hizo 
considerando la fuente de la información, el grado de certeza de los reportes, y que no presentaran 
patentes registradas, esto último, aún cuando se sabe que por ser las patentes de uso restringido por 
la jurisdicción en la cual está protegida, no implica una limitación en el uso de los promotores e 
incluso  los  genes,  en  el  presente  trabajo  y  en  otros  de  investigación  fuera  del  país  donde  se 
encuentra publicada la patente.  
No.  GEN   BASE DE DATOS  
1  Os  XTH19  proteína  putativa,  C4  esterol 
metil oxidasa 
Oficina  de  Marcas  y  Patentes  de  los  Estados 
Unidos (USPTO) 
5  Spl7 Proteína de la mancha de la hoja  Oficina  de  Marcas  y  Patentes  de  los  Estados 
Unidos (USPTO) 
6  SPS Sacarosa fosfato sintasa de arroz  PatentLens CAMBIA 
10  GSI Glutamino sintetasa I   Oficina  de  Marcas  y  Patentes  de  los  Estados 
Unidos (USPTO) 
11  GS2 Glutamino sintetasa II   Patentes Japonesas 
14  Proteína de unión a calcio  Oficina  de  Marcas  y  Patentes  de  los  Estados 
Unidos (USPTO) 42 
 
 
De acuerdo con lo anterior, se seleccionaron nueve genes, para los cuales se  diseñaron primers 
específicos para cada gen, con el fin de hacer la comprobación de su presencia y evaluación de la 
expresión en plantas de arroz, así mismo se asignó una abreviatura hipotética para siete genes, a 
partir de la usada para los genes XTH, con el fin de facilitar su denominación de aquí en adelante 
(Tabla 10). 
 
Tabla 9. Genes de posible expresión en hojas seleccionados para el análisis de su expresión en plantas de 
arroz. 
No  GENES DE POSIBLE EXPRESIÓN EN HOJAS  DENOMINACIÓN 
2  OsXTH22 proteína con repetición de Pentatricopeptido (PPR)   OsXTH22 
3  OsXTH24 proteína putativa retrotransposon, subclase  Ty3-gypsy   OsXTH24 
7  CatC Catalasa C  OsCatC 
8  CatA Catalasa A  OsCatA 
12  Fd-GOGAT Glutamina sintetasa dependiente de ferredoxina  OsFdG 
13  Piruvato ortofosfato dikinasa  OsPPDK 
22  Subunidad pequeña de la Ribulosa Bifosfato carboxilasa  OsRSSU 
23  Proteína con el dominio RNP-1 de unión a RNA   OsRNAbp 
24  Proteína hipotética con varios dominios identificados  OsAhip 
 
4.3.1  OsXTH 22 y 24 
 
Una de las interacciones clave en la pared celular primaria de las plantas dicotiledóneas es entre la 
celulosa y el xiloglucano (hemicelulosa), que comprenden en conjunto dos terceras partes de la 
masa total de la pared. La interacción de estos dos compuestos se da por la formación de redes de 
microfibrillas interconectadas, formando la estructura de mayor tensión en la pared celular. El 
xiloglucano se encuentra en la pared celular primaria de varios tejidos en diferentes estados de 
desarrollo, incluyendo los meristemos (Carpita y McCann 2000).  
 
Las enzimas que controlan el metabolismo del xiloglucano, son determinantes para el crecimiento y 
flexibilidad  de  la  pared.  Entre  dichas  enzimas,  las  xiloglucano  endotransglucosilasa/hidrolasas 
(XTH),  son  una  familia  que  tiene  como  sustrato  al  xiloglucano,  catalizando  la  formación  de 
xiloglucano endotransglucosilasa (XE) y la actividad de la XE endohidrolasa.  De esta manera se 
cree que las XTHs son importantes en el metabolismo e interconexión del xiloglucano en la pared 
celular (Carpita y McCann 2000).   
 
Se ha encontrado que estas enzimas son codificadas por una familia de genes XTH. En A. thaliana se 
han reportado 33 genes XTH, y en arroz se conocen 29 genes. Análisis de expresión han revelado 
que los genes XTH tienen patrones de expresión diferentes en términos de la especificidad del 
tejido y su respuesta a señales hormonales.  Lo anterior, junto a la presencia ubicua de los genes en 
las células vegetales, hace pensar que están implicados en otros procesos fisiológicos, aún cuando en 
arroz, el xiloglucano está presente en menor cantidad en la pared celular tipo II que caracteriza a las 
monocotiledóneas (Yokoyama et al. 2004, Becnel et al. 2006).  
 
Yokoyama y colaboradores (2004) clasificaron a los 29 genes XTH de arroz, de acuerdo con la 
nomenclatura sistemática y caracterizaron sus patrones de expresión. En este trabajó se encontró, 
que los genes XTH19 (cromosoma 3), XTH22 (cromosoma 2), XTH24 (cromosoma 3) y XTH28 
(cromosoma 2), se expresan preferencialmente en las hojas con niveles que varían de acuerdo al 
estado fenológico de las plantas.  
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4.3.2  Catalasas A y C 
 
La catalasa es una de las enzimas necesarias para la descomposición en agua y oxígeno, del peróxido 
de hidrógeno (H2O2), compuesto tóxico intermediario en el metabolismo del oxígeno. En plantas, 
las catalasas controlan el nivel de H2O2 producido durante la beta oxidación del ácido graso en 
semillas o durante la fotorrespiración en las hojas.  
 
Los genes de la catalasa comprenden una pequeña familia. Han sido identificados tres genes que 
codifican para las catalasas A, B y C, en A. thaliana, maíz, tabaco, calabaza y arroz. Igualmente se ha 
observado que la expresión de los tres genes es diferencial (Iwamoto et al. 2000).  
 
De acuerdo con Iwamoto y colaboradores (2000), en arroz, la expresión diferencial de CatA, CatB, y 
CatC varía de acuerdo al tejido y al estado de de desarrollo de las plantas. De esta manera, los genes 
que codifican para la catalasa A y C se expresan en mayor porcentaje en las hojas, mientras que CatB 
se expresa débilmente en las hojas y más fuertemente en las raíces. Así,  CatA tiene una mayor 
expresión  en  la  floración,  mientras  que  CatC  se  expresa  de  manera  constante  a  lo  largo  del 
crecimiento de la planta.  
 
4.3.3  Subunidad pequeña de la RuBisCO 
 
La Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxidasa (RuBisCO) cataliza la carboxilación irreversible de 
ribulosa 1, 5-bifosfato y CO2 para formar dos moléculas de gliceraldehido. Esta enzima es clave en la 
fotosíntesis tipo C3 que caracteriza al arroz, al mismo tiempo es la proteína más abundante en las 
hojas con un 25 a 60 % de la proteína total en dicho órgano. La abundancia exagerada de esta 
proteína en las hojas, se debe en parte a la baja eficiencia catalítica de la enzima (Tabita et al. 2007). 
 
La enzima RuBisCO en plantas superiores está formada por ocho subunidades grandes codificadas 
por el genoma del cloroplasto, y ocho subunidades pequeñas codificadas por el genoma nuclear. En 
arroz el gen que codifica para la subunidad pequeña está ubicado en el cromosoma 1 (Gramene 
2009).  En  un  estudio  realizado  por  Komatsu  y  colaboradores  (2003)  en  el  que  se  aislaron  e 
identificaron proteínas de las hojas de plantas de arroz, se comprobó la expresión específica del gen. 
Este resultado es similar al obtenido in silico mediante análisis diferencial de la expresión en las 
librerías de cDNA de plantas de arroz (NCBI 2009) 
 
 
4.3.4  Piruvato Ortofosfato dikinasa 
 
La mayoría de plantas terrestres, incluyendo importantes especies de cultivo como el arroz y el 
trigo, asimilan el CO2 a través de la vía de fotosíntesis tipo C3, por lo que se les conoce como plantas 
C3.  Sin  embargo,  algunas  plantas  como  el  maíz  y  la  caña  de  azúcar  poseen  el  mecanismo 
fotosintético tipo C4  además del C3. En esta vía, el CO2 se concentra en el sitio de reacción de la vía 
C3 y así, inhibe la fotorrespiración, mejorando la eficiencia fotosintética de la planta (Fukuyama et 
al. 2001). 
 
La Piruvato Ortofosfato Dikinasa (PPDK) cataliza la producción de fosfoenolpiruvato, el aceptor 
primario de CO2 en plantas C4. La enzima PPDK es transportada desde el citoplasma al cloroplasto 
en donde ejerce su función catalítica. La expresión de PPDK ocurre principalmente en el mesófilo 
de las hojas y no en las células de la vaina de las hojas. Se ha encontrado previamente que esta 
expresión específica está regulada a nivel transcripcional. La transcripción del gen, también es 
regulada por la luz, que estimula la formación del mRNA de la PPDK. 44 
 
 
Aunque la actividad de la enzima PPDK es baja en plantas tipo C3, en arroz se tiene identificado el 
gen, que está localizado en el cromosoma 5. 
 
4.3.5  Fd—GOGAT 
 
La  asimilación  del  nitrógeno  es  un  proceso  fisiológico  de  considerable  importancia  pata  el 
crecimiento y desarrollo vegetal. El nitrógeno inorgánico es asimilado en los aminoácidos como el 
glutamato,  glutamina  y  asparagina,  que  a  su  vez  son  determinantes  como  transportadores  de 
nitrógeno en la planta (Esposito et al. 2005). En las plantas maduras de arroz, la mayor fuente de 
nitrógeno  es  el  liberado  por  hojas  senescentes  (Yamaya  et  al.  1992).  El  primer  paso  de  este 
metabolismo está determinado por dos tipos de enzimas principalmente, las glutamino sintetasas 
(GS1 y GS2), y las glutamato sintasas oxoglutarato aminotranferasa (GOGAT), dependientes de 
ferredoxina (Fd-GOGAT) y de NADH (NADH-GOGAT) (Trepp et al. 1999).  
 
La Fd-GOGAT, localizada mayoritariamente en los cloroplastos, está implicada en la reasimilación 
del  NH3  producido  en  la  fotorrespiración,  su  actividad  ocurre  principalmente  en  las  hojas.  La 
enzima es una proteína monomérica de 140 a 160 KDa. Se han clonado cDNAs para el gen que 
codifica  la  enzima,  en  tabaco,  cebada,  alfalfa,  espinaca,  A.  thaliana  y  arroz,  así  como  ha  sido 
purificada la proteína a partir de arveja y alfalfa (Trepp et al. 1999). En arroz el gen se encuentra en el 
cromosoma 7 y su secuencia ya ha sido obtenida (Gramene 2009). 
 
4.3.6  Proteína de unión a RNA, motivo RNP-1 
 
Mediante un análisis in silico de expresión diferencial a partir de librerías de cDNAs para plantas 
de  arroz,  se  encuentra  una  proteína  que  presenta  un  dominio  RNP-1  de  unión  a  RNA.  La 
información sobre esta proteína es escasa, y la información disponible hace referencia al dominio, 
que está presente en varias familias de proteínas con funciones diversas. 
 
El  domino  de  unión  a  RNA  o  RNP  (dominio  ribonucleoproteína)  es  un  dominio  presente  en 
eucariotas en proteínas implicadas en procesos de expresión post-transcripcional incluyendo el 
procesamiento del mRNA y rRNA, transporte del RNA del núcleo al citoplasma y estabilidad del 
RNA. El dominio está formado por 90 aminoácidos, estructuralmente compuesto de cuatro láminas 
beta  de  cuatro  cadenas  y  dos  hélices  alfa  (NCBI  2009).  En  arroz,  se  encuentra  una  proteína 
hipotética que contiene este dominio y que es codificada por un gen localizado en el cromosoma 3 
(Gramene 2009). 
 
4.3.7  Gen ortologo a SAG12 
 
El Gen 12 Asociado a Senescencia en A. thaliana (SAG12) ha demostrado tener expresión específica 
en hojas y en estados avanzados del desarrollo de las plantas (Gombert et al. 2006). En arroz se 
encuentra un ortólogo de este gen, que permanece aún como una proteína putativa en la anotación 
del genoma. El gen que codifica para esta proteína se encuentra en el cromosoma 4, la proteína 
presenta tres dominios conservados bien identificados en animales y provisionales para plantas que 
son: el dominio proteasa de la  L catepsina, el dominio inhibidor del propéptido de la catepsina, y el 
dominio peptidasa de la subfamilia C1A (Gramene 2009). 
 
Proteínas que contienen estos dominios son importantes para la degradación de proteínas en los 
lisosomas o para la diferenciación celular (Uniprot 2009).  
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4.3.7.1  Dominio proteasa de la  L catepsina 
 
La catepsina L es una proteína muy similar a la papaína, implicada en proteólisis celular. En plantas 
como  el  pasto  Brachiaria  se  han  encontrado  proteínas  similares  a  papaínas  que  tienen  efecto 
antibiótico frente al ataque de patógenos, aunque la expresión en dicha especie se presenta solo en 
la raíz y como respuesta al efecto del patógeno (Roda et al. 2006). Otro ejemplo son las papaínas 
encontradas en tabaco, arroz y arveja que inhiben la actividad proteolítica de sus patógenos (Funk 
et al. 2002, Martínez et al. 2003). 
 
4.3.7.2  Dominio inhibidor del propéptido de la catepsina 
 
El dominio se encuentra en el extremo N terminal de algunas peptidasas C1 como la catepsina L, 
donce actua como un propéptido, es decir una parte de la proteína que es clivada en el proceso de 
maduración o activación. Hay una variedad de proteínas que están compuestas de varias copias del 
dominio, tales como la salarina inhibidora de peptidasa. Los péptidos inhibidores de proteasas se 
encuentran como dominios sencillos o múltiples dominios en las proteínas. Esos dominios pueden 
ser de tipo prepropeptido asociado a un zimogeno, previniendo el acceso del sustrato al sitio activo, 
lo cual se reestablece cuando el propeptido es autclivado o removido por la interacciñón con una 
peptidasa. Otros inhibidores interactuan directamente con proteinasas usando el modelo llave-
cerradura, o por cambios conformacionales dependientes de su estructura termodinámica (NCBI 
2009).  
 
4.3.7.3  Dominio peptidasa de la subfamilia C1A  
 
La subfamilia C1A está compuesta de cistein peptidasas similares a la papaina, incluyendo las CPs 
de mamíferos (catepsina B, C, F, H, L, K, O, S, V, X y W). la papaína es una endopeptidasa con 
sustrato específica. Las proteínas CP similares a papaína tienen diferentes funciones biológicas, en 
plantas son usadas pata movilizar proteínas de almacenaje en semillas. Estas enzimas contienen un 
propéptido  que  es  removido  tras  la  activación,  y  que  es  necesario  para  el  pregamiento  y  la 
estabilidad de la proteína en condiciones de pH denaturante (Uniprot 2009).  
 
4.4  Verificación  de  la  presencia  y  determinación  de  la  expresión  de  un  gen 
constitutivo y de genes de posible expresión específica en la variedad Fedearroz 
60. 
 
Se realizó inicialmente la verificación de la presencia y determinación de la expresión de un gen 
consitutivo Actina 1, en plantas cultivadas in vitro de la variedad Fedearroz 60, para lo cual ser 
establecieron los protocolos para extracción de DNA y RNA de plantas de arroz, así como las 
condiciones para la amplificación a partir de DNA genómico y de cDNA. 
 
Una vez seleccionados los genes candidatos de presentar la posible expresión especifica en hojas de 
arroz, se procedió a realizar la verificación de su presencia y expresión en plantas de la variedad 
Fedearroz 60, mediante una evaluación experimental en todos los órganos, siete estados fenológicos 
y dos tipos de cultivo diferentes, para establecer si la expresión de los genes identificados es en 
realidad específica en hojas. 
 
4.4.1  Material vegetal 
 
La fuente del material vegetal utilizado para la verificación de la presencia y expresión de un gen 
constitutivo en plantas de arroz de la variedad Fedearroz 60 consistió en plantas cultivadas in vitro, 46 
 
que se obtuvieron de la germinación directa de semillas en medio de cultivo MS y los suplementos 
indicados previamente (Figura 10). 
 
                                                      
Figura 10. Cultivo in vitro de plantas de arroz. A: Semillas en emergencia, B: Plántulas en macollamiento. 
 
Las plantas del cultivo in vitro, crecieron bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas de 
oscuridad, a una temperatura de 28±2°C y humedad relativa de 70±5%. Teniendo en cuenta que la 
germinación y el desarrollo de la plántula comienza cuando la dormancia de las semillas se rompe 
mediante la absorción de una adecuada cantidad de agua y la exposición a temperaturas entre 20-
40ºC, siendo óptima de 30 a 35ºC, se observó que en las condiciones del cultivo, la germinación se 
da entre el tercer y cuarto día después de la siembra emergiendo primero la raíz y después el 
coleóptilo (Olmos 2006). 
 
Posteriormente las plantas continuaron su desarrollo en el medio de cultivo y al cabo de ocho días 
de crecimiento presentaron una altura igual o incluso ligeramente superior a los 5 cm,  la máxima 
altura que alcanza una planta completa en este cultivo es de 35 cm aproximadamente, incluyendo la 
longitud de las raíces. Dado que la altura de la planta de arroz es una función de la longitud y 
número de los entrenudos, y que estos son caracteres varietales definidos, el medio ambiente, en 
este caso el cultivo in vitro puede generar variación en dichos caracteres, por lo que la altura de las 
plantas es menor teniendo en cuenta la descripción fenólogica de la variedad (Olmos 2006).  
 
El macollamiento comienza cuando la plántula está establecida y generalmente termina cuando se 
inicia el desarrollo del primordio floral. El número total de macollas es una característica varietal, 
que puede variar según el sistema de cultivo y el medio ambiente. En el caso del cultivo in vitro, 
aunque se observó macollamiento, este fue reducido, se produjeron entre dos y tres macollas por 
planta, similar al efecto observado en campo con densidades de siembra muy altas (Franquet y 
Borràs 2004, Olmos 2006).   
 
Las plantas cultivadas in vitro pudieron ser mantenidas en buenas condiciones de crecimiento y 
desarrollo  hasta  los  60  días  de  edad.  Durante  este  período  de  tiempo  y  tal  como  lo  sugieren 
Franquet y Borràs (2004), los órganos desarrollados presentaron una contextura frágil y blanda. A 
pesar de lo anterior, todas las plantas obtenidas del cultivo in vitro, presentaron buen vigor y calidad 
fitosanitaria  adecuada  para  el  trabajo  de  laboratorio,  las  semillas  y  plantas  contaminadas  con 
hongos fueron eliminadas de las poblaciones in vitro. En las condiciones de cultivo in vitro no fue 
posible alcanzar estados de desarrollo mayores a los 60 días, dados los requerimientos de espacio y 
condiciones de cultivo necesarios para su mantenimiento. 
 
De las plantas así cultivadas se pudieron obtener muestras de órganos como raíces, tallos y hojas 
(Figura 11). Adicionalmente, las semillas que se utilizaron para la siembra fueron consideradas 
como un estado fenológico, que se denominó el estado fenológico cero (0) y se consideró como 
órgano en el que se verificó la presencia del gen constitutivo del material in vitro. 
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Figura 11. Planta y órganos del material vegetal in vitro variedad Fedearroz 60. A: Planta completa, B: 
Hojas, C: Tallos, D: Raíces, E: Semillas. 
 
Se  observó  que  tal  como  se  describe  la  morfología  de  la  plantas,  las  hojas  se  encontraron 
distribuidas en forma alterna a lo largo del tallo que a su vez está formado por la alternación de 
nudos y entrenudos. Sin embargo, se observó en la mayoría de las raíces, una coloración verde muy 
similar a la pigmentación del  tallo y de las hojas, alternada con raíces completamente blancas 
(Figura 2D). Este efecto puede atribuirse al hecho de que en condiciones in vitro, las raíces están 
expuestas a la iluminación, dada la transparencia del medio de cultivo, y por ende, se incrementa la 
expresión de fotorreceptores de genes relacionados con la fotosíntesis, ocasionando la coloración 
que se observó en las raíces (Olmos 2006, Wang et al. 2007). 
 
Por otra parte, el material vegetal utilizado para la verificación de la presencia y expresión de los 
nueve seleccionados por ser expresados específicamente en hojas de plantas de arroz, consistió en 
dos fuentes principales.  
 
En  primer  lugar,  el  material  cultivado  in  vitro  de  la  variedad  Fedearroz  60,  se  mantuvo  en  las 
condiciones descritas previamente y en este material se pudo obtener muestras de hojas, tallos y 
raíces para cuatro Estados fenológicos del arroz, establecidas a partir de la fenología de la variedad 
descrita anteriormente y teniendo en cuenta que para la variedad Fedearroz 60 el ciclo del cultivo y 
la expresión de los estados fenológicos pueden cambiar según el clima (Fedearroz 2009). 
 
La segunda fuente de material vegetal fueron plantas de la variedad Fedearroz 60 recolectadas en el 
campo de cultivo directamente. Se pudo hacer un seguimiento de seis estados fenológicos del arroz, 
de los cuales se pudo recoger muestras en cada uno, para los órganos presentes en el momento de la 
recolección del material. Dado el tipo y temporada de siembra del arroz en el campo, no fue posible 
recolectar plantas pertenecientes al mismo lote de semillas o estadio cero, sin embargo, se tuvo 
cuidado con que las muestras tomadas en campo correspondieran a la variedad de interés. 
 
En todos los casos del material cultivado ex vitro, las plantas habían sido sembradas y tratadas en 
iguales condiciones que los demás cultivos de arroz. En cada muestreo, se tomaron al azar plantas 
dentro  de  los  surcos  sembrados.  Dependiendo  del  estado  fenológico,  se  recogieron  una  o  más 
plantas, para que se pudiera disponer de suficiente material para las extracciones. 
 
El procedimiento de recolección del material vegetal se presenta en la figura 18 para el estado 
fenológico de primordio floral, sin embargo, cabe resaltar que el procedimiento fue igual para los 
seis estados. Se tomaron dos tipos de muestras, el primero consistió en plantas completas para la 
extracción de DNA genómico y el segundo tipo en submuestras que fueron de los órganos de interés  
para lo que las plantas se extrajeron del suelo, fueron lavadas cuidadosamente, y separadas en sus 
órganos para conservar los tejidos en TRIzol ® refrigerado a 4°C. El segundo tipo de material fue 
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utilizado para las correspondientes extracciones de RNA vegetal de los diferentes órganos en los 
seis estados fenológicos del cultivo. 
 
                                                
                                                               
Figura 12. Material vegetal ex vitro y proceso de recolección de muestras. A: Cultivo de Fedearroz 60 en 
Primordio Floral, B: Extracción de varias plantas, C: Separación y lavado de las plantas recolectadas, D: 
Plantas individuales, E: Caracterización de las plantas, F: Hojas, G: Tallos, H: Raíces planta Fedearroz 
60. 
 
Las plantas obtenidas del cultivo in vitro presentaron un desarrollo normal, buen vigor y crecimiento 
adecuado a las condiciones de cultivo ya que se generaron a partir de germinación directa en el 
medio.  Cabe  resaltar  que  en  comparación  con  las  plantas  cultivadas  ex  vitro,  se  encontraron 
diferencias morfológicas con respecto al tamaño de las plantas, consistencia y en algunos casos 
pigmentación de diferentes órganos. Cañal y colaboradores (2001) señalan que en recipientes de 
cultivo  cerrados  herméticamente  se  ha  detectado  una  acumulación  de  gases  producto  del 
metabolismo vegetal que, además de influir o controlar el crecimiento, también pueden afectar a 
procesos de diferenciación y morfogénesis. 
 
De acuerdo con Olmos (2006) la primera macolla se desarrolla cuando la plántula tiene unas cinco 
hojas, esto es a los 15 o 20 días de la emergencia, situándose entre el tallo principal y la segunda hoja 
contada desde la base. Posteriormente, cuando la sexta hoja aparece, emerge el segundo macollo 
entre  el  tallo  principal  y  la  tercera  hoja.  En  el  cultivo  in  vitro,  el  macollamiento  se  inicia 
aproximadamente al mes de crecimiento y hasta los sesenta días que se mantuvo el cultivo, se 
desarrollaron máximo tres macollas por planta, lo cual representa una marcada diferencia entre los 
dos tipos de material vegetal obtenido, ya que las plantas en campo, pueden desarrollar hasta 15 
macollas cada una.  
 
Sin embargo, el anterior resultado va en concordancia con que la intensidad y la fecha de inicio del 
macollamiento depende de factores relacionados con las características genéticas de la variedad 
cultivada, con las condiciones climáticas y edáficas del lugar de cultivo y con las técnicas agrícolas 
empleadas, que para este caso son el cultivo in vitro y ex vitro (Franquet y Borràs 2004, Olmos 2006). 
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Por otra parte, en el cultivo in vitro, las plantas no alcanzaron estados fenológicos como la floración 
o  la  maduración.  La  formación  de  panícula,  floración  y  llenado  de  grano,  requieren  buenas 
condiciones  de  temperatura  y  luminosidad,  igualmente,  el  fotoperiodo  y  las  condiciones  de 
crecimiento básico como el medio de cultivo y la nutrición, son determinantes para el control de la 
floración en arroz (Ding et al. 2010).  
 
En  cuanto  a  la  morfología  de  las  plantas,  se  observaron  también  diferencias  en  los  órganos 
vegetativos y una ligera diferencia en las semillas entre las plantas cultivadas in vitro y las plantas ex 
vitro.  En  primer  lugar  las  raíces  de  plantas  recolectadas  en  campo  en  ninguno  de  los  estados 
fenológicos  presentó  la  coloración  verde  que  se  observó  en  las  raíces  in  vitro.  Este  hecho 
probablemente se explica, como se mencionó anteriormente, porque las raíces de plantas ex vitro, no 
están en contacto con la luz, y por consiguiente algunos de los genes inducidos por la luz  que 
codifican para proteínas cloroplásticas relacionadas con la fotosíntesis, no se expresan de igual 
forma que en las raíces irradiadas con la fase luminosa del fotoperiodo en cultivo in vitro (Martínez-
García et al. 2002). Adicionalmente la consistencia y la cantidad de las raíces, fueron más fuertes y 
más numerosas respectivamente comparadas con las plantas in vitro. 
 
En segundo lugar, se observó que los tallos eran más gruesos, y en estados fenológicos avanzados 
con cavidades aéreas (Franquet y Borràs 2004).  Con relación a lo primero, se sabe que la fragilidad 
del  tallo  y  la  de  otros  órganos  vegetativos  está  controlada  por  factores  genéticos,  y  que 
químicamente se debe a un contenido bajo de alfa-celulosa. En cuanto a lo segundo, dado que el 
óxigeno que consumen las raíces proviene de las hojas y los tallos, su transporte se da a través de 
dichas cavidades (Cañal et al. 2001). 
 
En las hojas, la diferencias observadas son en el área y la vellosidad característica de las plantas en 
campo en comparación con el cultivo in vitro, lo cual puede atribuirse a las diferencias en los factores 
ambientales en cada cultivo, ya que  la presencia de vello en las hojas y de pigmentación antociánica 
en  los  márgenes,  o  en  toda  la  lámina  son  caracteres  varietales,  que  aún  dentro  de  una  misma 
variedad  pueden  presentar  expresión  variable  según  las  condiciones  ambientales  para  el 
crecimiento de las plantas (CIAT 2005).  
 
4.4.2  Extracción de DNA genómico de plantas de arroz 
 
Inicialmente se evaluaron tres métodos para la extracción de DNA en hojas de plantas de arroz de la 
variedad Fedearroz 60. Los tres métodos se seleccionaron por la facilidad de sus protocolos. 
 
El primer método empleado fue el propuesto por Collard y colaboradores para la evaluación de 
marcadores moleculares en arroz (2007), este método es rápido y no utiliza fenol cloroformo. El 
segundo protocolo implementado fue el método ultra sencillo de extracción para selección asistida 
por marcadores en arroz que igualmente es rápido y a partir de una pequeña muestra de material 
vegetal se obtiene un gran volumen final de solución de DNA (Ikeda et al. 2001). El tercer método fue 
un protocolo general de extracción de DNA en plantas para su uso en PCR a partir de muestras 
pequeñas de material vegetal y aplicado efectivamente para la obtención de DNA de muestras de 
plantas de papa (Edwards et al.  1991, Diazgranados 2006).   
 
Teniendo en cuenta la calidad, cantidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos con las tres 
metodologías se pudo establecer que los mejores resultados en cuanto a calidad y concentración 
den DNA se observaron con el protocolo propuesto por Collard y colaboradores (2007), al cual se le 
hicieron ligeras modificaciones. Aún cuando este protocolo está diseñado para la extracción masiva, 
rápida y económica de DNA para su análisis mediante marcadores moleculares, es una metodología 50 
 
adecuada para la obtención de DNA en buena concentración y con buena pureza para el trabajo 
propuesto (Collard et al. 2007).  
 
Los otros dos métodos, no fueron adecuados para obtener DNA de buena cantidad y calidad, así 
como tampoco amplificación por PCR de un gen constitutivo, por lo que se descartaron para el 
trabajo con plantas de arroz. Estos resultados pudieron deberse a que para el método propuesto por 
Ikeda y colaboradores (2001) se requiere poco material y por un calentamiento se obtiene del DNA 
en una solución de buffer TE, por lo que la concentración es muy baja y puede no ser suficiente para 
el análisis por PCR. Por su parte el método de Edwards y colaboradores (1991), presenta la misma 
complicación en cuanto a la cantidad de muestra utilizada, lo que redujo su efectividad comparado 
con el método de Collard y colaboradores (2007). 
 
Una vez estandarizado el método para la extracción en hojas, se probó en órganos como el tallo y 
las raíces de las plantas de la misma variedad. Se observó que la metodología resultó igualmente 
óptima para la extracción a partir de estos dos órganos (Figura 12). Sin embargo, mientras que para 
hoja y tallo, partiendo de 100 mg de tejido fresco, es posible obtener una buena cantidad y calidad 
de  DNA,  para  raíces  fue  necesario  partir  de  mínimo  150  mg  de  este  tejido  para  una  buena 
extracción. Igualmente, mientras que para hoja y tallo la resuspensión final del DNA se realiza en 
100 µL de agua desionizada estéril, en raíz la resuspensión debe ser reducida a la mitad del volumen 
para obtener la misma cantidad de DNA.  
 
 
Figura 13. Extracción DNA plantas de arroz variedad Fedearroz 60.1 y 2: Hojas, 3 y 4: Tallos, 5 y 6: 
Raíces. 7 y 8: Semillas. La flecha indica la posición del DNA genómico en el gel. 
 
En el caso de las semillas y teniendo en cuenta las particularidades de este órgano, en donde hay un 
gran  contenido  de  polisacáridos  y  almidón,  se  utilizó  un  protocolo  que  hiciera  uso  de  fenol y 
cloroformo, para la remoción de compuestos contaminantes y de esta manera asegurar la calidad de 
la extracción, ya que con el método establecido para hojas, tallos y raíces no se obtuvieron buenos 
resultados.  Lo  anterior  a  pesar  de  que  muchos  protocolos  que  usan  fenol  cloroformo  son 
extremadamente  largos  y  complicados  de  llevar  a  cabo,  además  que  pueden  inhibir  análisis 
moleculares posteriores (Karakousis y Langridge 2003).  
 
Partiendo del protocolo propuesto por Kang y colaboradores (1998), se logró obtener DNA de 
buena cantidad y calidad a partir de semillas de arroz, maceradas con nitrógeno líquido (Figura 3). 
El protocolo fue adecuado cuando se modificó el tipo de tejido utilizado que consistió de entre 5 y 
10 cuartos de semillas, conservando el embrión en cada una de ellas y un fragmento del endospermo, 
para  disminuir  el  porcentaje  de  tejido,  y  de  esta  manera  facilitar  el  proceso.  Estos  resultados 
confirmaron el hecho que la composición de la semilla, en cuanto a la presencia de almidón y otros 
compuestos que no se encuentran presentes ni acumulados en órganos como las hojas, el tallo y las 
raíces, implicó la estandarización de un protocolo más riguroso para la extracción. 
 
Se realizó para cada extracción la cuantificación de la concentración y pureza del DNA obtenido 
con un factor de dilución 20. En promedio, las mayores concentraciones se encontraron en las 51 
 
extracciones a partir de hojas de las plantas de arroz, seguidas por los tallos, las raíces y las semillas, 
en su respectivo orden (Tabla 11).  
 
Tabla 10. Concentraciones y pureza de DNA extraído de plantas de la variedad Fedearroz 60. 
ÓRGANO  [µg/mL DNA]  Pureza (A 260:280 nm) 
Hojas  290,54  1,83 
Tallos  246,71  1,91 
Raíces  151,87  1,94 
Semillas  119,44  1,92 
A: Absorbancia. 
 
Aunque la mayoría de cuantificaciones sobreestima la verdadera concentración de DNA presente en 
la muestra, se pudo observar que las mayores concentraciones se obtienen en hojas y raíces, lo cual 
es consistente con las observaciones de los geles. En conjunto estos resultados muestran que la 
extracción  de  DNA  a  partir  de  plantas  de  la  variedad  Fedearroz  60,  cultivadas  in  vitro  fue 
optimizada para órganos como la semilla, las hojas, los tallos y las raíces de plantas cultivadas in 
vitro en plantas de máximo 60 días de crecimiento a partir de la germinación.  
 
 
 
 
Figura  14.  DNA  de  hojas,  tallos,  raíces,  inflorescencias  y  semillas  de  la  variedad  Fedearroz  60.  1: 
emergencia, 2: plántula, 3: macollamiento, 4: primordio floral, 5: floración, 6: maduración, a: hojas, b: 
tallos, c: raíces, d: inflorescencias, s: semillas. La flecha indica la posición del DNA genómico en el gel. 
 
En cuanto al material recolectado en campo, la extracción de DNA de hojas, tallos y semillas, se 
pudo realizar aplicando los protocolos previamente desarrollados para la extracción en material 
vegetal cultivado in vitro. Por el contrario, el DNA de las raíces y de las flores, no se pudo obtener 52 
 
mediante los protocolos establecidos, por lo que para estos dos órganos, se realizó la extracción con 
el kit Qiagen DNeasy Plant Mini. Se observó que la extracción para estos dos casos resultó mucho 
más limpia, sin contaminación con proteínas o RNA, respecto a las demás extracciones realizadas y 
así mismo, se obtuvo mayor cantidad de muestra en comparación con los otros órganos, a pesar de 
que se parte de una muestra pequeña de material vegetal, 50 mg de polvo macerado.  
 
Janßen y colaboradores (1997) señalan que el kit permite disminuir las dificultades de la extracción 
de DNA vegetal que se presenta con otros protocolos, en donde existe formación de polisacáridos y 
contaminación con polifenoles que luego inhiben la PCR. Además, evita el problema que se genera 
de partir de muestras pequeñas de material en los protocolos más rápidos, pero que no permiten 
obtener suficiente calidad y cantidad de DNA para la efectiva amplificación de genes por PCR. 
 
El DNA extraído de los diferentes órganos se observa al realizar la electroforesis gel de agarosa al 
1%, a 90V durante 45 minutos. En todos los casos se observa una banda correspondiente al DNA 
genómico y al final del carril un barrido de RNA degradado que no afectó en ningún caso la calidad 
del DNA (Figura 18) 
 
De la cuantificación del DNA por espectrofotometría se encontró que todas las muestras de DNA de 
los diferentes órganos y en los estados fenológicos muestreados, estaban en concentración y pureza 
adecuadas para el trabajo de verificación de la presencia de los genes candidatos de ser expresados 
específicamente en hojas (Tabla 11).  
 
Tabla  11.  Concentraciones  y  pureza  de  DNA  extraído  de  plantas  de  la  variedad  Fedearroz  60  para 
material vegetal cultivado in vitro y ex vitro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.3  PCR para el gen Actina 1 y los genes de posible expresión específica en hojas 
 
El  gen  Actina  1  se  seleccionó  como  el  gen  constitutivo  de  arroz,  para  ser  utilizado  como  gen 
endógeno y control de comparación de la posible expresión específica de genes en plantas de arroz 
de la variedad colombiana Fedearroz 60. Su selección se basó en reportes previos de uso del gen 
como control en otros análisis de expresión en arroz y otras especies de plantas, (Barrerro et al. 
2002, Yamanouchi et al. 2002, Presuss et al. 2004, Chen et al. 2006, Norton et al. 2008, Zabaleta et al. 
2008). 
 
Se diseñaron primers específicos para la amplificación del gen Actina 1 en arroz, con la herramienta 
Primer3, a partir de una secuencia para el gen Actina 1, reportada en la base de datos del GenbBank 
(Accesión No. X15865). Se corroboró que las secuencias de los primers fueran específicas para el 
gen Actina 1 en arroz mediante un alineamiento con BLASTn en la plataforma del NCBI. El diseño 
 
CULTIVO 
 
ÓRGANO 
A  
260:280 nm 
[µg/mL DNA] 
In vitro  Semillas  100,90  1,95 
Hojas  196,86  2,04 
Tallos  164,14  1,99 
Raíces  140,95  1,98 
Ex vitro  Hojas  182,47  1,82 
Tallos  150,89  1,96 
Raíces  134,12  1,84 
Inflorescencias  152,58  2,03 
Semillas  127,00  1,99 53 
 
de los primers atendió también a la necesidad de distinguir si la amplificación derivaba de un molde 
de DNA o de cDNA, lo cual era de considerable importancia para los ensayos posteriores, en donde 
se buscaba verificar la expresión del mRNA de los genes. 
 
Las  secuencias  de  los  primers  son  OsAcF  5-GCCGTCCTCTCTCTGTATGC-3g  y  OsAcR  5-
GCAATGCCAGGGAACATAGT-3. Dado el diseño de las secuencias de los primers, se pueden 
esperar dos fragmentos diferentes de acuerdo tipo de DNA molde del cual se haga la amplificación. 
Existe  una  diferencia  de  tamaños  del  fragmento  amplificado  esperado,  debido  a  que  el  primer 
Forward se ubica en el exón 2, y el primer Reverse en el exón 3 del gen.  Por esta razón a partir de 
DNA genómico se amplifica un fragmento que contiene  el intron 2 presente entre estos dos exones, 
mientras que en una amplificación a partir de cDNA solo amplificará la región comprendida entre 
los exones, al haber sido removido el intron como resultado de la maduración del mRNA que sirve 
de molde para la síntesis del cDNA (Figura 13). 
 
 
Figura 15. Estructura del gen Actina 1, localización de los primers y tamaño de fragmento esperado. PF: 
primer forward, PR: primer reverse, E: exon del 1 al 4, I: intron del 1 al 3. 
 
Una vez fueron sintetizados los primers, se procedió a estandarizar las condiciones de la reacción 
para el gen Actina 1 en arroz. Aunque teóricamente la temperatura de anillamiento debería estar 
alrededor de los 55°C, se realizaron varias PCR en gradiente de temperatura para el anillamiento de 
los primers, desde los 48°C hasta los 66°C,  para determinar la mejor temperatura de amplificación. 
Se encontró que la temperatura óptima a la cual amplifica el fragmento del gen de manera definida y 
específica, es 62°C, ya que a temperaturas inferiores se produce la amplificación de una segunda 
banda cuya identidad es incierta, pero que puede corresponder a una segunda copia del gen. 
 
 
 
Figura 16. Amplificación de un fragmento del gen Actina 1 a partir de DNA. 1 y 2: hojas, 3 y 4: Tallos, 5 y 
6: Raíces, 7 y 8: Semillas de plantas de arroz, variedad Fedearroz 60. M: Marcador de peso molecular 
100pb. A: Absoluto (Agua). La flecha indica la posición de la amplificación de 769pb. 
La amplificación del gen Actina 1 en plantas de arroz, se pudo obtener a partir de DNA extraído de 
hojas,  tallos,  raíces  y  semillas  (Figura  14).  En  todos  los  casos  se  observó  una  banda 
aproximadamente de 769 pb, respecto del marcador de peso molecular de 1Kb. No hubo en las 
extracciones, sustancias que inhibieran la reacción, por lo que se confirma una vez más, que los dos 54 
 
protocolos seleccionados, uno para extracción de DNA de hojas, tallos y raíces, y el  otro para 
semillas, son adecuados para los objetivos del trabajo.  
 
La amplificación de los genes seleccionados por ser de posible expresión específica en hojas de 
plantas de arroz al igual que para el gen endógeno Actina 1, se realizó mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR de su sigla en inglés). Por lo tanto fue necesario, estandarizar las 
condiciones  de  amplificación  para  cada  uno  de  los  genes  seleccionados,  en  el  material  vegetal 
cultivado in vitro de la variedad Fedearroz 60.  
 
En los casos en los que se contó con información sobre la estructura del gen, es decir, en donde se 
sabía la posición y número de intrones y exones, los primers se diseñaron de manera tal que al hacer 
una amplificación para el fragmento del gen, se pudiera diferenciar si esta se hizo a partir de DNA o 
DNA complementario (cDNA). En los casos que la secuencia obtenida es de mRNA se diseñaron los 
primers dentro de la región codificante, lo cual garantizaba que se obtendría amplificación tanto de 
DNA como de cDNA. En todos los casos, la proximidad al extremo 3’ de las secuencias fue uno de 
los criterios para el diseño. 
 
Para los genes denominados OsCatC, OsCatA, OsPPDK, OsRNAbp y OsXTH24 se encontró junto 
con la secuencia, información de la estructura del gen, por lo que en estos cinco casos se pudieron 
diseñar los primers, diferenciando el tamaño esperado de las amplificaciones. Por su parte, en los 
genes OsAhip, OsRSSU, OsXTH22 y OsFdG, se desconocía uno de los tamaños esperados del 
producto a partir de DNA o cDNA de acuerdo con el tipo de secuencia de partida para el diseño 
(Tabla 12).  
 
Tabla 12. Primers y tamaños de amplificación esperados para los genes de posible expresión 
específica en hojas de plantas de arroz. 
 
 
GEN 
 
PRIMER FORWARD 
(5`- 3`) 
 
PRIMER REVERSE 
(5`- 3`) 
 
T (°C) 
A 
TAMAÑO 
PRODUCTO (pb) 
DNA  cDNA 
Os 
XTH22 
CGGTGATATCAGCATGAAGC  CTTCAAGTTCCAAGGGCAAG  55  710  D* 
±450 
Os  
CatC 
CCACCACAACAACCACTACG  CCAGTAGGAGAGCCAGATGC  55  782  280 
Os 
Cat A 
CCACCACAACAACCACTACG  GGCTTCACGTTGAGCCTATT  55  703  352 
Os 
XTH24 
GTAGCTCGCTGAGGCAATTC 
 
CTTGTCGTTCCGACATGAAC 
 
62  750  471 
Os  
RSSU 
CCATTCCAAGGGCTCAAGT  ACCAGACTCCTCGCAACCT  58  D* 
±750 
477 
Os 
RNAbp 
TGTACGTGTGGAGTGTGCAA  ACTGCAGGTGCCTTCTCTGT  58  701  512 
Os  
Ahip 
AGGTGTTCAAGGCCAATGTC  ATCGACAGCCACAGACACAG  58  707   D* 
±550 
Os  
PPDK 
GTGCGTGAGCTATGCTCTGA  ACTAAAGCTGCCCTGGGAAT  58  786  350 
Os 
FdG 
GGCAGTCCTTTGGATGTTTC  CTCTCAAAATCGTGGCACCT  55  D* 
±850  
519 
T (°C) A: Temperatura anillamiento 
D*: Tamaño desconocido, estimado en PCR. 
Para  las  diferentes  reacciones  de  amplificación,  se  partió  de  las  condiciones  de  amplificación 
previamente establecidas para el gen control Actina 1 y se pudo establecer la mejor temperatura de 
anillamiento, después de efectuar PCRs en gradiente de temperatura para cada gen.  55 
 
 
Se establecieron las condiciones para la amplificación de los nueve genes de posible expresión 
específica en hojas de plantas de arroz, de la variedad Fedearroz 60, utilizando muestras de DNA de 
hojas  (Figura  9),  con  resultados  reproducibles  a  partir  de  DNA  de  tallos  y  raíces  de  plantas 
cultivadas in vitro. 
 
 
Figura 17. Amplificación de los 9 genes a partir de DNA de hojas. Marcador de peso molecular 
1Kb, A: Control absoluto, 0: Actina 1, 1: Os XTH22, 2: Os CatA, 3: Os CatC, 4: Os XTH24, 5: Os 
RSSU, 6: Os RNAbp, 7: Os Ahip, 8: Os PPDK, 9: Os FdG.  La  flecha  indica  la  posición  de  la 
amplificación de 769pb para el gen Actina 1. 
 
Como resultado de las amplificaciones de los nueve genes candidatos en hojas, tallos y raíces se 
pudo estimar el tamaño del producto esperado para dos genes en los que al momento del diseño se 
desconocía dicho tamaño en una amplificación a partir de DNA genómico, lo cual fue de utilidad 
para los ensayos posteriores. Por otro lado, aun partiendo de la misma concentración de DNA para 
las 10 amplificaciones, se puede observar la diferencia de intensidades de banda para los genes, 
respecto al gen Actina 1.  
 
Después de la estandarización de las condiciones de amplificación para cada gen, se procedió a 
realizar una PCR para cada uno de ellos, en los órganos de las plantas cultivadas in vitro y cultivadas 
ex vitro de plantas de arroz de la variedad Fedearroz 60, en sus estados fenológicos seleccionados, 
utilizando como control constitutivo para cada órgano, estado fenológico y tipo de cultivo al gen 
Actina 1.  
 
Como se puede observar en la tabla que resume los resultados de los geles para los productos de la 
PCR, se verificó en todos los órganos, estados y tipos de cultivo la presencia de los genes a partir de 
muestras de DNA de la variedad de trabajo (Tabla 13). Esta amplificación se realizó por duplicado, y 
el DNA utilizado por órgano y estado fenológico correspondió a la misma muestra para los diez 
genes, incluyendo Actina 1.  
 
Se encontraron diferencias en cuanto a la intensidad de los productos obtenidos para un mismo 
gen, con relación a los órganos y los estados fenológicos. Estas diferencias pueden deberse a que la 
concentración no fue la misma en cada órgano, y no al número de copias o a la efectividad de la 
PCR, teniendo en cuanta la amplificación positiva para el gen endógeno que se usó como control de 
las reacciones. 
 
Se observó variación en la intensidad de las bandas obtenidas para cada amplificación, lo que se 
pudo atribuir en primer lugar a diferencias de concentración de las muestras a partir de las cuales se 
realizó la extracción, asumiendo que cada gen está presente en una única copia en el genoma de la 
variedad. No fue posible determinar diferencias en las amplificaciones que se pueda atribuir a los 56 
 
órganos, los estados de desarrollo o el tipo de cultivo, que no estén relacionadas con la cantidad del 
DNA extraído que siempre fue menos en las raíces de plantas en los dos tipos de cultivo.  
 
Tabla 13. Verificación de la presencia de nueve genes de posible expresión específica en plantas de arroz 
de la variedad Fedearroz 60.  
 
CV  A  B  C  D  J  K  L 
G  C  S  H  T  R  H  T  R  H  T  R  H  T  R  H  T  R  F  H  T  R  F  S 
0  I                             
E                                             
1  I                               
E                                             
2  I                               
E                                             
3  I                               
E                                             
4  I                               
E                                             
5  I                               
E                                             
6  I                               
E                                             
7  I                               
E                                             
8  I                               
E                                             
9  I                               
E                                             
CV:  Estado  fenológico,  A:  Semilla,  B:  Emergencia,  C:  Plántula,  D:  Macollamiento,  J:  Primordio  floral,  K:  Floración,  L: 
Maduración. 
G: Gen, 0: Actina 1, 1: OsXTH22, 2: OsCatA, 3: OsCatC, 4: OsXTH24, 5: OsRSSU, 6: OsRNAbp, 7: OsAhip, 8: OsPPDK, 9: 
OsFdG. 
C: Tipo de cultivo, I: In vitro, E: Ex vitro 
H: hoja, T: tallo, R: raiz, F: flor, S: semilla  
 
 
En conjunto estos resultados son interesantes porque todas las secuencias de los primers fueron 
diseñadas para este trabajo, a partir de información obtenida del GenBank para los diez genes 
incluido el gen constitutivo. Así mismo se puede concluir que las condiciones de amplificación 
estuvieron bien establecidas, para verificar la presencia de los nueve genes en el genoma de la 
variedad colombiana Fedearroz 60. 
 
El hecho de obtener amplificaciones incluso para OsAhip, el gen cuya secuencia se obtuvo por 
similitud a un gen de A. thaliana, permitió proseguir con el análisis de expresión para los genes 
candidatos en cuanto a la expresión a nivel de los transcritos. 
4.4.4  Extracción de RNA total de plantas de arroz 
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Se realizaron extracciones de RNA de hojas, tallos y raíces de plantas de arroz cultivadas in vitro 
usando el reactivo TRIzol®y el método propuesto por el fabricante. Es método había sido utilizado 
previamente para la extracción de RNA de raíces de plantas de arroz, demostrando ser adecuado en 
la  obtención  de  muestras  para  análisis  diferencial  de  genes  y  caracterización  de  plantas 
transgénicas (Hong et al. 2007, Link et al. 2008). Se observó que el protocolo es efectivo para extraer 
RNA de buena calidad y cantidad a partir de los órganos mencionados, ya que son cospicus y 
definidas las bandas correpsondientes al RNA ribosomal 16S y 28S (Figura 6). Se realizaron algunas 
modificaciones al método inicial relacionadas con la cantidad de muestra para la extracción y la 
resuspensión del RNA.  
 
En  semilla  la  extracción  se  realizó a partir  del  protocolo propuesto  por  Kang  y  colaboradores 
(1998),  el  mismo  que  se  utilizó  para  la  extracción  de  DNA.  Para  este  caso  se  usaron  solo  los 
embriones de las semillas como tejido inicial, y se adicionó un tratamiento final de la muestra con 
DNasa I Grado de Amplificación, para remover el DNA extraído conjuntamente con la muestra de 
RNA total. Se verificó posteriormente que con el tratamiento de DNasa no se hubiera afectado la 
integridad del RNA obtenido a partir de las semillas. 
 
 
Figura 18. Extracción RNA plantas de arroz variedad Fedearroz 60. 1 y 2: Hojas, 3 y 4: Tallos, 5 y 6: 
Raíces, 7 y 8: Semillas. La flecha indica la posición de los rRNA y los tRNA.  
 
Como se puede observar, en la figura, en todas las extracciones  se pudieron evidenciar al menos 
tres elementos, una banda definida y pesada correspondiente al RNA ribosomal 28S, otra banda por 
debajo, también bien definida que corresponde al RNA ribosomal 18S, y en la parte final del carril, 
por la cantidad y pequeño tamaño se observan a manera de un barrido los RNA de transferencia. 
 
En las extracciones de RNA a partir de órganos como las hojas y los tallos de plantas de arroz, se 
observó la presencia de otras bandas definidas y por debajo del RNA ribosomal 18s, lo que podría 
estar indicando que probablemente hay un gen que se expresa a altos niveles, y por esta razón se 
puede evidenciar su presencia a nivel de transcritos en el gel. Este resultado se presenta aún cuando 
se trata el RNA total con DNasa I. Sin embargo, la identidad de dichas bandas no es conocida. 
 
Se pudo establecer que otro aspecto que influye en la calidad de la extracción es el estado fisiológico 
de las plantas, es decir, cuando las plantas se encuentran en óptimas condiciones de crecimiento y 
desarrollo, la calidad del RNA extraído fue buena. Por esta razón, para las extracciones de RNA se 
renovaban  los  cultivos  in  vitro  de  plantas  de  Fedearroz  60  cada  mes,  ya  que  se  ha  reportado 
anteriormente que en estados de desarrollo avanzados, la actividad de algunas nucleasas celulares 
aumenta, incrementando el riesgo de obtener RNA de menor calidad comparado con RNA obtenido 
de material vegetal fresco (Suzuki et al. 2001).  
 
Igualmente, se establecieron las condiciones para la extracción de RNA a partir de los diferentes 
órganos de las plantas de arroz colectadas en campo. Además de la extracción de hojas, tallos y 58 
 
raíces de plantas cultivadas  ex  vitro, se realizó la extracción de inflorescencias inmaduras y de 
granos en maduración. 
 
En total se realizaron extracciones de cinco órganos diferentes: hojas, tallos, raíces, inflorescencias y 
semillas,  en  seis  estados  fenológicos  diferentes  de  las  plantas  de  arroz:  emergencia,  plántula, 
macollamiento, primordio floral, floración y maduración. Adicionalmente, se consideró el estado 
fenológico  cero,  que  correspondió  a  semillas  del  mismo  lote  a  partir  del  cual  se  generaron  las 
poblaciones in vitro. 
 
Con las plantas cultivadas ex vitro en campo se encontraron varios problemas de recolección de las 
muestras, lo que conllevo a la degradación del RNA antes de poder realizar las extracciones. Esto 
además significó la realización de diversos viajes a campo al Centro de Investigación Las Lagunas en 
Saldaña-Tolima, para traer muestras y encontrar la mejor forma de conservar el material vegetal y 
procesarlas. El mecanismo de conservación que se estableció para las muestras de órganos fue de 
inmersión en TRIzol®, lo que resultó adecuado para que después de transportadas las muestras, se 
pudiera obtener RNA de buena calidad y cantidad. Cabe resaltar que en ningún caso se pudo 
obtener la misma cantidad de RNA de muestras de plantas de campo, en comparación con las 
muestras de plantas cultivadas in vitro.  
 
 
 
 
Figura  19.  RNA  de  hojas,  tallos,  raíces,  inflorescencias  y  semillas  de  la  variedad  Fedearroz  60.  1: 
emergencia, 2: plántula, 3: macollamiento, 4: primordio floral, 5: floración, 6: maduración, a: hojas, b: 
tallos, c: raíces, d: inflorescencias, s: semillas. La flecha indica la posición de los rRNA y los tRNA. 
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En  semillas  secas  y  de  plantas  maduras  la  extracción  no  resultó  con  el  protocolo  a  partir  del 
reactivo TRIzol®, por lo que se adaptó el protocolo de extracción de DNA, que resultó igualmente 
óptimo para las dos extracciones. Para lograr este objetivo, el tejido inicial se redujo a únicamente 
los embriones de las semillas y se implementó una limpieza con DNAsa I en las extracciones a modo 
de  remover  el  total  de  contaminación  con  DNA  que  pudiera  existir  en  la  muestra  para  ser 
considerada como RNA total. 
 
Como se puede apreciar en la figura 19, la cantidad de RNA obtenido de las plantas cultivadas ex 
vitro es menor a la de plantas cultivadas in vitro, por la intensidad de las bandas obtenidas en cada 
caso.  Fue  difícil  lograr  la  extracción  en  algunos  órganos  de  las  plantas  cultivadas  ex  vitro,  en 
particular para las raíces. Se puede suponer que la dificultad radica en que en estas condiciones de 
cultivo  las  raíces  estaban  muy  bien  ancladas  al  suelo  y  a  pesar  de  haber  hecho  una  limpieza 
profunda  de  las  mismas,  la  contaminación  con  otros  compuestos  inorgánicos,  prevaleció  al 
momento de la extracción.  
 
Adicionalmente, únicamente en las muestras obtenidas a partir de las inflorescencias se observaron 
bandas adicionales a la 28 y 18S del rRNA y al barrido de los tRNA, similar a lo observado en las 
plantas cultivadas in vitro. De acuerdo con este resultado, se puede suponer, que en el cultivo in vitro 
hay mayor expresión de algunas proteínas clave para el metabolismo vegetal y cuyos transcritos son 
conspicuos en la electroforesis, mientras que en condiciones de campo dichas proteínas no son 
expresadas  de  tal  modo.  Aunque,  por  otra  parte,  la  presencia  de  dichas  bandas  puede  estar 
relacionada con la calidad del RNA extraído.  
 
4.4.5  Transcripción  reversa  y  amplificación  por  PCR  a  partir  de  DNA 
complementario  
 
Teniendo en cuenta que una extracción de RNA de alta calidad es esencial para el buen desarrollo 
de la RT-PCR se realizó la transcripción reversa del RNA mensajero extraído de hojas, tallos, raíces 
y semillas de plantas de arroz (Tattersall et al. 2005). Es importante considerar que posteriormente 
se realizará la amplificación específica del gen de interés y por lo tanto no es necesario que el RNA 
tenga un alto grado de pureza y que la cantidad de RNA sea suficiente (Hernández et al. 1995) 
 
Posterior a la obtención de los DNA complementarios, para verificar la transcripción reversa, se 
realizó una PCR para el gen Actina 1, de acuerdo con las condiciones que se describió anteriormente 
en los tejidos de hoja, tallo y raíz. En esta PCR se utilizaron como controles positivos los DNA 
genómicos  obtenidos  de  los  tres  órganos,  un  control  absoluto  en  el  que  se  colocó agua, como 
controles negativos los RNA directamente diluidos en un volumen de 20 μl sin haberse sometido al 
proceso de transcripción reversa, y por último el control de la RT para cada extracción. 
  
 
Figura 20. RT-PCR del gen Actina 1 en hojas, tallos y raíces de plantas de arroz, variedad Fedearroz 60. 
M: Marcador de peso molecular 1Kb. A: Absoluto (Agua). 1: DNA genómico de hoja, 2: cDNA de hoja, 3: 
RNA total de hoja, 4: Control absoluto de la RT para hoja, 5: DNA genómico de tallo, 6: cDNA de tallo, 60 
 
7: RNA total de tallo, 8: Control absoluto de la RT para hoja, 9: DNA genómico de raíz, 10: cDNA de 
raíz, 11: RNA total de raíz, 12: Control absoluto de la RT para raíz. La flecha indica la posición de la 
amplificación a partir de DNA (769 pb) y cDNA (517pb). 
 
Como se puede apreciar en la figura 16, hubo amplificación en hojas, tallos y raíces. Se obtuvo que 
para los tres órganos en el RNA obtenido, se encontraron mRNA correspondientes al gen Actina 1, 
por lo que en la PCR se evidenció su expresión al momento de hacer la extracción de RNA total. Es 
notoria la diferencia entre el  producto amplificado a partir de DNA genómico con respecto al 
obtenido de la amplificación a partir de la RT, lo cual a su vez permite establecer que no había 
contaminación con DNA en las muestras de RNA. Por su parte, tanto en los controles de la RT para 
cada órgano, así como en el control absoluto de la PCR no se observa ninguna banda, lo cual 
confirma la ausencia de contaminación en la reacción.  
 
Una vez establecida la metodología para la RT-PCR, se realizaron reacciones de réplica incluyendo 
las muestras de RNA de semilla. Igualmente en este caso, no se evidenció contaminación con DNA 
en las muestras de RNA (Figura 17).  
 
 
Figura 21. RT-PCR del gen Actina 1 en hojas, tallos, raíces y semillas de plantas de arroz, variedad 
Fedearroz  60.M:  Marcador  de  peso  molecular  100pb.  APCR:  Absoluto  (Agua)  para  la  PCR.  DNA: 
amplificación a partir de DNA de hojas,  ART: Absoluto para la RT, 1: cDNA de hoja, 2: cDNA de tallo, 
3: cDNA raíz,  4: cDNA semilla. La flecha indica la posición de la amplificación a partir de DNA (769 pb) 
y cDNA (517pb). 
 
Con los resultados obtenidos se concluye que la técnica de RT-PCR es adecuada para evidenciar la 
expresión a nivel de transcritos de mRNA del gen Actina 1 en arroz. De esta manera se comprueba 
que las extracciones realizadas con TRIzol ® para el caso de hojas, tallos y raíces, es adecuado al 
igual que el método de extraccción desarrollado en semillas.  
 
En esta etapa del trabajo se buscó verificar que los genes 1: OsXTH22, 2: OsCatA, 3: OsCatC, 4: 
OsXTH24, 5: OsRSSU, 6: OsRNAbp, 7: OsAhip, 8: OsPPDK, 9: OsFdG, se expresaran a nivel de los 
transcritos de mRNA, únicamente en hojas de plantas de arroz de la variedad Fedearroz 60, de 
acuerdo con los estados y los órganos que se señaló anteriormente para las extracciones de RNA. 
 
Se realizó transcripción reversa para cada una de las muestras de RNA obtenidas de los órganos en 
los diferentes estados de desarrollo del cultivo, de acuerdo con las condiciones y el procedimiento 
previamente llevado a cabo con las muestras de RNA en las cuales se evaluó la presencia del gen 
constitutivo Actina 1.  
 
Posterior a la obtención de los DNA complementarios, se realizó una PCR para cada uno de los 
genes, en cada estado fenológico y cada órgano, así como para el gen Actina 1 que sirvió de control 
interno de la reacción, de acuerdo con las condiciones que se estandarizaron previamente. En cada 
PCR  se  utilizaron  como  controles  positivos  los  DNA  genómicos  obtenidos,  se  usó  un  control 61 
 
absoluto en el que se colocó agua y se colocó un control negativo en el que no hubo transcripción 
reversa (Figura 22).           
 
 
Figura 22. Gel representativo de la RT-PCR para los genes candidatos de expresión específica en hojas. 
M:  marcador  de  peso  molecular  1Kb,  A:  Control  absoluto  PCR,  ART:  Control  absoluto  RT,  +: 
amplificación del gen a partir de DNA genómico,cDNA: amplificación a partir cDNA,-: amplificación a 
partir de muestra de RNA sin transcripción reversa. 
 
 
En la figura 22 se presenta un gel con los productos de amplificación para uno de los nueve genes, 
en un solo estado fenológico y para los cinco órganos evaluados en dicho estado. El mismo montaje 
se hizo para los 10 genes (incluido Actina 1), los 11 estados (cero, 4 in vitro y 6 ex vitro) y los órganos 
en cada estado, de modo que al final se obtuvo un total de 110 geles. Por lo tanto, los resultados 
obtenidos de la evaluación de la expresión se presentan de manera resumida en la tabla 14.  Cada 
muestra se realizó por duplicado, a excepción de las raíces de las plantas  ex vitro, debido a la 
dificultad que se encontró para obtener muestras de RNA de buena calidad, por lo que solo se pudo 
evaluar una muestra del órgano en cada estado. 
 
A pesar de los reportes de literatura previos y las fuentes de información a través de las cuales se 
consolidó la lista inicial de candidatos, el primer resultado que llama la atención es que ninguno de 
los nueves genes demostró tener una expresión de tipo específico en las hojas de plantas de arroz de 
la variedad Fedearroz 60 (Tabla 14).  
 
El  patrón de  expresión  de  tipo constitutivo que  se observa  para  el  gen  Actina  1,  es  similar  al 
obtenido para los genes que codifican para la Catalasa C (OsCatC), la subunidad pequeña de la 
RuBisCO (OsRSSU), la proteína hipotética con dominio RNP-1 de unión a RNA (OsRNAbp) y la 
Piruvato Ortofosfato Dikinasa (OsPPDK). Para estos cuatro genes la amplificación resultó positiva 
en la mayoría de órganos y estados fenológicos de plantas cultivas in vitro y ex vitro, aunque con 
diferencias en la intensidad de las bandas. 
 
Los genes  que codifican las xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas (OsXTH22, OsXTH242), el 
gen que codifica para la Catalasa A (OsCatA), el gen similar a SAG 12 de A. thaliana y el gen que codifica para 
la  glutamato  sintasa  oxoglutarato  aminotranferasa  dependiente  de  ferredoxina  (OsFdG), 
presentaron patrones de expresión diferentes al observado en el gen constitutivo Actina 1  (Tabla 
14).   
 
Solo para el gen de la proteína de unión a RNA se observó expresión en los granos de las plantas 
maduras.  Se  puede  decir  que  esto  se  debe  principalmente  a  que  el  metabolismo  se  encuentra 
inactivo ya que el grano está en formación y secándose totalmente, los genes que se expresan en este 
momento son de tipo constitutivo para la formación de la cariópside, y ya que se desconoce a fondo 62 
 
la función biológica de la proteína mencionada, es posible que tenga actividades metabólicas de tipo 
constitutivo en el desarrollo de la semilla.  
 
Tabla 14. Evaluación de la expresión de nueve genes de posible expresión específica en plantas de arroz 
de la variedad Fedearroz 60.  
 
CV  A  B  C  D  F  H  K 
G  C  S  H  T  R  H  T  R  H  T  R  H  T  R  H  T  R  F  H  T  R  F  S 
0  I                               
  E                                             
1  I                               
  E                                             
2  I                               
  E                                             
3  I                               
  E                                             
4  I                               
  E                                             
5  I                               
  E                                             
6  I                               
  E                                             
7  I                               
  E                                             
8  I                               
  E                                             
9  I                               
  E                                             
CV:  Estado  fenológico,  A:  Semilla,  B:  Emergencia,  C:  Plántula,  D:  Macollamiento,  J:  Primordio  floral,  K:  Floración,  L: 
Maduración. 
G: Gen, 0: Actina 1, 1: OsXTH22, 2: OsCatA, 3: OsCatC, 4: OsXTH24, 5: OsRSSU, 6: OsRNAbp, 7: OsAhip, 8: OsPPDK, 9: 
OsFdG. 
C: Tipo de cultivo, I: In vitro, E: Ex vitro 
H: hoja, T: tallo, R: raiz, F: flor, S: semilla  
 
 
En primer lugar, el gen que codifica para la Catalasa C de acuerdo con Iwamoto y colaboradores 
(2000), tiene una expresión específica en la lámina foliar, que se mantiene a lo largo del desarrollo 
de la planta, no habiendo sido detectada la expresión en otros órganos. El gen que codifica la 
catalasa A, mientras tanto, tiene su mayor expresión en hojas de plántulas y en algunas flores y 
adicionalmente, está regulado por el ciclo circadiano de la planta (Luna et al. 2005).  
 
Los resultados en este trabajo, sin embargo, demuestran aunque la expresión en hojas del gen CatC 
es constante a lo largo del desarrollo de la planta, no es específica para la hoja, ya que se observa 
también en otros órganos vegetativos y en los reproductivos para la variedad. Para el gen que 
codifica la Catalasa A (OsCatA) se observa la expresión es diferencial en hojas y raíces durante la 
emergencia in vitro y ex vitro respectivamente, y en los sucesivos estados la expresión es de tipo 
constitutivo en todos los órganos.  
 
Las  enzimas  catalasas  degradan  el  peróxido  de  hidrógeno  (H2O2)  en  agua  y  oxígeno, 
constituyéndose  en  unas  de  las  enzimas  antioxidantes  más  importantes  para  el  metabolismo 63 
 
celular, tanto de bacterias, animales y plantas. En plantas las catalasas controlan los niveles de 
H2O2, emitidos en reacciones metabólicas como la fotorrespiración en los peroxisomas. Teniendo en 
cuenta lo anterior, se puede suponer que la expresión de los genes que codifican las catalasas, se 
expresan constitutivamente en las plantas de arroz, a medida que ocurre el  crecimiento en los 
diferentes órganos, pese que a se conoce que su expresión es regulada por factores del desarrollo y 
ambientales como es el caso del nivel de CO2 (Iwamoto et al. 2000, Luna et al. 2005).  
 
Sin embargo, una de las dos formas de catalasa evaluadas,  la Catalasa A, no mostró expresión 
constitutiva en la emergencia, igualmente se observó diferencia en los órganos en los que se expresa 
dependiendo de si el cultivo es in vitro o ex vitro. Este resultado, puede deberse a que en particular 
esta  enzima,  de  las  tres  formas  de  catalasa  presentes  en  plantas,  es  la  que  presenta  mayores 
oscilaciones en la expresión, respecto al fotoperiodo. Por esta razón y dado que el muestreo de 
plantas  se  realizó  en  un  momento  específico,  no  se  conoce  en  qué  medida  las  condiciones 
ambientales de luz y CO2, diferenciales para los dos tipos de cultivo, al momento de la toma de 
muestras, pudieron afectar el nivel de mRNA producido, y por ende su detección en esta evaluación 
(Willekens et al. 1994, Zhong et al. 1997, Iwamoto et al. 2000). 
 
El  gen  que  codifica  para  la  subunidad  pequeña  de  la  enzima  RuBisCO  se  encontró  como  de 
expresión específica en hojas de plantas de arroz a través de un análisis in silico con las librerías de 
ESTs presentes en el NCBI y por otra parte, en un estudio de proteómica de arroz llevado a cabo por 
Komatsu y colaboradores (2003). Sin embargo, en este trabajo se observó que la expresión a nivel 
de mRNA del gen es de tipo constitutivo, en los órganos y estados fenológicos considerados en la 
evaluación experimental. El único órgano en el que no hubo expresión fue en la semilla. 
 
La enzima RuBisCO está implicada en las reacciones de fotosíntesis y fotorrespiración que ocurren 
en cloroplastos, y que están reguladas por factores ambientales como la concentración de CO2, la 
temperatura  y  a  nivel  endógeno  por  la  RuBisCO  Activasa  (RAC)  y  en  algunos  casos,  por  la 
concentración de azúcares (Jin et al. 2006).  Teniendo en cuenta lo anterior, es posible suponer que 
el hallazgo de la expresión de la subunidad pequeña de la enzima en órganos como las raíces en el 
cultivo in vitro, se debe a la coloración verde que se genera como respuesta a la luz en donde algunos 
plastidios se diferencian en cloroplastos como medida de la respuesta sin que ello conlleve a la 
capacidad fotosintética en dicho órgano (Florez et al. 1993). En las inflorescencias de las plantas de 
arroz, sobretodo en la estado fenológico de la floración, también se observa coloración verde, lo que 
puede explicar la expresión de la subunidad pequeña en ese órgano, aunque no necesariamente que 
se esté presentando actividad fotosintética, al igual que en las raíces.  
 
Sin embargo, resulta inexplicable el porqué se observa expresión sobre todo en raíces de plantas 
cultivadas ex vitro, en las cuales no hubo evidencia de pigmentación verde. Cabe suponer que, dado 
que la subunidad pequeña de la RuBisCO es codificada por un gen nuclear, la expresión en raíces de 
la  proteína,  se  esté  presentando  sin  que  haya  una  actividad  fotosintética  como  tal,  o  una 
diferenciación de los plastidios en cloroplastos, sin embargo, no hay evidencia reportada, para tal 
suposición. Por otra parte, y teniendo en cuenta que se descartó la afinidad de los primers por otras 
secuencias de genes presentes en plantas de arroz, sería interesante determinar la secuencia del 
producto amplificado en los órganos no fotosintéticos, para establecer si corresponde o no a la 
subunidad pequeña de la enzima RuBisCO. 
 
El gen que codifica una proteína de unión a RNA con el dominio RNP-1, que había sido considerado 
como de expresión específica tras los resultados del análisis in silico con ESTs en arroz, mostró ser  
de tipo constitutivo. Para este gen la función asignada o la anotación disponible no señala ninguna 
otra información que pudiera ser de ayuda para el análisis de los resultados obtenidos. Sin embargo, 
teniendo en cuenta que las secuencias de los primers con los que se realizó la detección del gen son 64 
 
específicos,  y  considerando  que  el  dominio  RNP-1  se  encuentra  en  otras  proteínas  de  sorgo 
(similitud  83%),  trigo  (similitud  83%)  y  maíz  (similitud  83%),  en  donde  corresponde  a  una 
peptidasa tipo cisteína, se puede suponer que en arroz, la función de la proteína es similar y por lo 
tanto se explica en parte su expresión constitutiva, al estar relacionado con el procesamiento de 
proteínas que puede darse en cualquier célula vegetal bajo determinados factores (NCBI 2009). 
 
Adicionalmente, cabe señalar, que debido a que las librerías de cDNA y los ESTs son producto de 
análisis  de expresión en los organismos, en un momento fisiológico dado, la evidencia que indica la 
expresión en otros órganos diferentes a hojas, podría estar indicando que el gen es regulado por  
mecanismos que promueven su expresión en las condiciones del cultivo de la variedad de trabajo 
(Akimoto et al. 2003). Sin embargo, la manera de establecer la verdadera razón de los resultados 
observados  para  el  gen,  sería  un  análisis  funcional  para  el  mismo,  cuando  se  tenga  una  mejor 
anotación  de  la  proteína  o  partiendo  de  aquella  existente  para  otras  especies  de  plantas 
monocotiledóneas. 
 
Otro gen que presentó un patrón de expresión que se supone de tipo constitutivo al compararlo con 
el del gen Actina 1, es el que codifica para la enzima Piruvato Ortofosfato Dikinasa. Según Matsuoka 
y colaboradores (1993) la proteína tiene expresión específica en hojas, de la misma manera que 
ocurre en maíz. En este trabajo se encontró que la expresión no es específica de hojas de las plantas 
de la variedad Fedearroz 60, sino que su expresión se observa en otros órganos además de la hoja. 
 
La Piruvato Ortofosfato Dikinasa cataliza la conversión del piruvato en fosfoenolpiruvato, sustrato 
clave  en  la  cadena  de  transporte  de  electrones  en  las  plantas  C4,  pero  también  se  encuentra 
presente en las plantas tipo C3 como el arroz. La actividad de la enzima es regulada por factores 
como la luz resultando en expresión órgano específica en hojas y tejido específica en células del 
mesófilo. Adicionalmente se ha propuesto que dicha expresión regulada por un promotor dual, por 
el que se puede encontrar una PPDK citosólica y otra cloroplastal (Rosche et al. 1998, Fukuyama et 
al. 2001).  
 
En consideración de lo anterior y de las observaciones realizadas en la evaluación experimental aquí 
presentada, se puede interpretar que la expresión de la PPDK en diferentes órganos de plantas de 
arroz, es el resultado de la producción de dos tipos de enzima, de las cuales una se puede acumular 
en los cloroplastos de órganos fotosintéticos, y por otro lado la segunda, podría presentarse en 
órganos no fotosintéticos (Fukuyama et al. 2001).  
 
El gen que codifica la Xiloglucano Endotransglucosilasa/Hidrolasa OsXTH22 mostró expresión de 
tipo constitutivo en tres de los estados fenológicos in vitro, menos la de emergencia, y en todos los 
estados fenológicos de las plantas cultivadas en campo. Por su parte el gen OsXTH24, presentó 
expresión solo en el tallo en primordio floral in vitro, la raíz en primordio floral y en la maduración ex 
vitro. En lo que se refiere a ambos genes XTH evaluados en el presente trabajo, los resultados son 
considerablemente diferentes a lo reportado por Yokoyama y colaboradores (2004), en donde se 
señaló que la expresión era específica en hojas de plántulas entre los 3 y los 14 días de edad, tiempo 
durante el cual la expresión además de ser específica, incrementaba con el desarrollo.  
 
A pesar de no haber sido totalmente esclarecida la función biológica que se ha atribuido a cada uno 
de  los  genes  XTH,  los  resultados  sobre  todo  para  OsXTH22,  en  que  la  expresión  es  de  tipo 
constitutivo, podrían explicarse por el hecho que el xiloglucano es un componente de la pared 
celular primaria en monocotiledóneas como el arroz, y que el control de su síntesis y degradación es 
determinante para el crecimiento vegetal (Matsui et al. 2005, Vissenberg et al. 2005). Lo anterior va 
en  concordancia  con  lo  establecido  por  Becnel  y  colaboradores  (2006),  quienes  al  realizar  un 
análisis de expresión para los genes XTH en A. thaliana, encontraron que es de tipo constitutiva en 65 
 
todos los estados fenológicos de la planta, sugiriendo que la morfogénesis vegetal a lo largo de su 
fenología, puede estar determinada en cierta medida por dichos genes.  
 
Cabe resaltar que en este trabajo la edad de las plantas en emergencia fue en ambos tipos de cultivo 
de alrededor de 5 días, y aún así en el cultivo in vitro no fue posible obtener expresión para el gen en 
las condiciones desarrolladas, mientras que en el cultivo ex vitro fue observada. Este resultado puede 
explicarse  con  base  en  que  la  expresión  observada para  el  gen por  Yokoyama  y  colaboradores 
(2004), fue mayor en las hojas a medida que se daba el crecimiento, mediante una técnica molecular 
más sensible, por lo que a partir de pocos niveles de de mRNA pudo observarse la expresión incluso 
a los tres días de edad. En este trabajo, no se descarta la posibilidad de que hubiera una pequeña 
población de mRNA para el gen, que no pudo ser retrotranscrita y amplificada por PCR. 
 
No obstante los resultados de la evaluación experimental aquí presentada en plantas de arroz, 
mediante la expresión de mRNA, es importante tener en cuenta, como lo señalan algunos autores, 
que en especies diferentes las familias de genes similares como el caso de XTH, pueden estar siendo 
reguladas  de  manera  diferente.  Permanece  la  necesidad,  entonces,  de  desarrollar  estudios  de 
genética  reversa  o  genómica  funcional  para  determinar  la  verdadera  función  de  lo  genes  que 
muestran patrones de expresión particulares, como se observó en este caso (Matsui et al.  2005, 
Becnel et al. 2006). 
 
En lo que se refiere al gen similar a SAG12 de A. thaliana (OsAhip) se observó expresión en plantas 
de cultivo in vitro en hojas en macollamiento, en hojas y tallo en primordio y en cultivo ex vitro en 
tallos de plántulas. De acuerdo con la fuente de información de la cual se obtuvo el gen como 
candidato, que fue un análisis in silico de los genes de A. thaliana, la expresión es órgano específica. 
No obstante, el patrón de expresión no es como el observado en otros genes de este mismo trabajo, 
e igualmente, como se observó con la proteína de unión a RNA, corresponde a una anotación 
putativa de la secuencia que se establece por similitud con un gen de A. thaliana.  
 
La posible función del gen como parte del sistema de degradación proteínico, puede soportar la 
evidencia de expresión e hojas y tallos aquí presentada, sobretodo porque se encontró en estados 
avanzados del desarrollo, poco antes de entrar a la floración en donde se sabe, algunos metabolitos 
se relocalizan para la producción y nutrición de la inflorescencia y más adelante el llenado de los 
granos.  
 
Por último, para el gen que codifica la enzima  glutamato sintasa oxoglutarato aminotranferasa  
dependiente de ferredoxina (OsFdG) se obtuvo expresión diferencial en órganos en emergencia in 
vitro y ex vitro, mientras que en el resto de estados fenológicos la expresión parece constitutiva para 
los diferentes órganos.  
 
La enzima Fd-GOGAT está relacionada con la asimilación de nitrógeno en las plantas de arroz, que 
se absorbe del suelo en forma de amonio y se transporta por la planta hasta ser metabolizado e 
incorporado en macromoléculas para el desarrollo y crecimiento de estructuras como la panícula. 
En determinados estados fenológicos donde el crecimiento radicular se detiene, la asimilación del 
nitrógeno se hace por reciclaje desde los órganos senescentes hacia los órganos en crecimiento vía 
glutamino sintasas y glutamato sintasa oxoglutarato aminotranferasas (GS/GOGAT) (Tabuchi et al. 
2007). Con base en lo anterior, se puede interpretar que en el estado de emergencia de plantas de 
arroz en cultivo in vitro y ex vitro, como se observó para este trabajo, la expresión es diferencial, 
puesto que en esta etapa la asimilación del nitrógeno es directamente del amonio tomado del suelo, 
mientras que en estados más avanzados de desarrollo la removilización del nitrógeno desde los 
órganos senescentes a los que están en formación, puede incrementar la expresión de la enzima y 
hacerla detectable en todos los órganos.  66 
 
 
Adicionalmente, se sabe que Fd-GOGAT se expresa en cloroplastos de tejidos verdes donde es 
capaz  de  aprovechar  la  luz  como  agente  reductor,  pero  que  también  puede  expresarse 
diferencialmente en otros tejidos, como consecuencia de la presencia de dos genes que codifican 
para dos formas diferentes de la enzima (Forde y Lea 2007). Lo anterior, abre la posibilidad de 
explicar los resultados obtenidos en la evaluación experimental del gen en diferentes órganos y 
estados fenológicos de una variedad de arroz, en donde la expresión parece constitutiva.    
 
4.4.6  Establecimiento de los genes de expresión en hojas  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la evaluación experimental de la expresión de 
nueve genes de posible expresión en hojas a nivel de mRNA, en la variedad colombiana Fedearroz 
60, no fue posible establecer genes de expresión específica bajo las condiciones en que se desarrolló 
dicha evaluación. No se observó expresión diferencial para dichos genes en cuanto a la fenología y el 
tipo de cultivo de las plantas.  
 
Es importante tener en cuenta que para algunos de los genes analizados en su expresión de mRNA, 
se ha señalado la expresión a nivel específico en hojas, y en este trabajo la evaluación se realizó a 
nivel de órganos completos dadas las facilidades técnicas disponibles. De ahí, que los resultados 
puedan no ser consistentes con la literatura previa, y que sea recomendable realizar estudios más 
finos a nivel de tejidos para poder contrastar con dichos reportes.  
 
Otro aspecto relevante en los resultados obtenidos, es la dificultad para referirse a los niveles de 
expresión de mRNA observados para los genes en los diferentes órganos y estados fenológicos en la 
variedad  Fedearroz  60.  La  dificultad  reside  en  la  técnica,  que  aunque  permite  diferenciar  la 
intensidad de las bandas obtenidas, no es cuantitativa. Es recomendable por lo tanto, cuantificar las 
muestras de RNA y hacer análisis de expresión a nivel cuantitativo.  
 
Por último, cabe enfatizar en el hecho que la expresión se evaluó a nivel de RNA mensajero, y que 
por esta razón no se puede afirmar que la expresión no es específica, puesto que no se conoce si hay 
regulación a nivel post-transcripcional, traduccional o post-traduccional para alguno de los genes 
en donde la expresión fue constitutiva en las condiciones de este estudio. Por consiguiente, la 
necesidad  de  realizar  análisis  a  nivel  de  proteínas  es  imperativa,  para  poder  concluir  sobre  la 
expresión de los genes candidatos. 67 
 
CONCLUSIONES 
 
 
1.  Mediante búsqueda en bases de datos del genoma del arroz, artículos relacionados con análisis 
de  expresión  en  hojas  de  plantas  de  arroz,  y  bases  de  datos  de  resultados  de  expresión 
diferencial  para  dicho  órgano,  se  encontró  una  lista  de  24  genes  candidatos  de  presentar 
expresión específica en hojas de O. sativa.  
 
2.  Después  de  revisar  en  bases  de  datos  de  patentes,  los  24  genes  candidatos  de  expresión 
específica  en  hojas  de  plantas  de  arroz,  se  encontró  que  seis  presentan  alguna  patente 
relacionada con la secuencia del gen. Al cruzar esta información con el grado de confianza en la 
evidencia científica, se estableció un total de nueve genes para la evaluación experimental de su 
expresión específica en hojas de plantas de la variedad colombiana Fedearroz 60. 
 
3.  Teniendo establecidas las condiciones de extracción de DNA y RNA de hojas, tallos, raíces, 
inflorescencias y semillas de plantas de arroz en estados fenológicos de emergencia, plántula, 
macollamiento, primordio floral, floración y maduración, mediante PCR se verificó la presencia 
de los nueves genes, mientras que mediante RT-PCR se encontró que bajo dichas condiciones, 
ninguno de los genes presenta expresión específica en hojas. 
 
4.  Dos de los nueve genes evaluados, los denominados OsAhip y OsXTH24 tienen patrones de 
expresión  particulares,  restringida  a  órganos  vegetativos  como  las  hojas,  tallos  y  raíces, 
mientras  que  los  demás  se  caracterizan  por  presentar  una  expresión  de  tipo  constitutiva, 
similar a la que se observó para el gen Actina 1 que se utilizó como control endógeno. 68 
 
RECOMENDACIONES 
 
 
1.  Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la técnica RT-PCR, para los dos genes que 
presentaron expresión no constitutiva en la que se evidencia la expresión a nivel de mRNA sin 
estimaciones o cuantificaciones de tal expresión, sería conveniente obtener esa cuantificación 
mediante el uso de una técnica más sensible que permita establecer diferencias en el nivel de 
expresión los genes, en los diferentes órganos y estados fenológicos. 
 
2.  Haciendo uso de una técnica que permita cuantificar  los niveles de expresión de los genes, se 
podría además hacer un análisis estadístico de los resultados obtenidos, que pudiera dar más 
confiabilidad sobre los mismos. 
 
3.  Sobre los genes que se encuentran patrones de expresión no constitutivos, se debería realizar 
un  análisis  in  silico  sobre  los  promotores,  haciendo  uso  de  bases  de  datos  y  herramientas 
bioinformáticas que existen en la actualidad para dichos propósitos. 
 
4.  Dado  el  número  de  genes  que  aún  permanece  sin  ser  evaluado  en  cuanto  a  la  expresión 
específica en hojas, sería de utilidad llevar a cabo un análisis con dichos genes, en montajes 
experimentales más pequeños pero que permitieran establecer el patrón de expresión de los 
mismos, o en montajes más complejos pero con pocos genes. 
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ANEXOS 
 
 
 
Anexo 1. Protocolo de desinfección de semillas de arroz 
(Modificado de Toki et al. 2006). 
 
1.  Seleccionar semillas saludables. 
 
2.  Remover la cáscara de las semillas manualmente. 
 
3.  Colocar máximo doscientas semillas en un tubo falcon de 50 mL estéril. 
 
4.  Lavar  las  semillas  en  40  mL  de  agua  destilada  estéril  durante  un  minuto,  agitando 
manualmente. 
 
5.  Remover el agua y lavar en 40 mL de etanol al 70% durante 30 segundos. 
 
6.  Remover el etanol y lavar tres veces en 40mL de agua destilada estéril, durante un minuto cada 
lavado. 
 
7.  -20 durante quince minutos, 
agitando manualmente.  
 
8.  Descartar la solución y cambiar las semillas a un falcon de 50mL estéril y vacío. 
 
9.  Lavar cinco veces en 40 mL de agua destilada estéril, durante un minuto cada lavado. 
 
10.  Lavar en 40 mL de hipoclorito de sodio al 3% durante quince minutos, agitando manualmente. 
 
11.  Remover el hipoclorito y realizar cinco lavados en 40 mL de agua destilada estéril, durante un 
minuto cada lavado. 
 
12.  Colocar las semillas en cajas de petri con papel absorbente estéril, esperar a que se sequen y 
sembrar en medios. 
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Anexo 2. Composición del medio de cultivo MS 
 (Murashige and Skoog. 1962) 
 
 
COMPOSICIÓN  COMPUESTO   (mg/L) 
Macronutrientes  KNO3  1.900 
NH4NO3  1.650 
KH2PO4  170 
MgSO4.7H2O  370 
CaCl2.2H2O  440 
Micronutrientes  FeSO4.7H2O  27.85 
Na2EDTA  37.25 
MnSO4.4H2O  22.3 
ZnSO4.7H2O  8.6 
H3BO3  6.2 
KI  0.83 
CuSO4.5H2O  0.025 
Na2.MoO4.2H2O  0.25 
CoCl2.6H2O  0.025 
Componentes orgánicos  Glicina  2.0 
Tiamina   0.4 
Pyridoxina  0.5 
Acido nicotínico  0.5 
i-inositol  100 
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Anexo 3. Extracción de DNA de plantas de arroz a partir de hojas, tallos y raíces. 
(Modificado de Collard et al. 2007) 
 
1.  Macerar segmentos de tejido de plantas de arroz en 200 μL de buffer de extracci￳n (Tris-HCl 
50 mM (pH 8), EDTA 25 mM, NaCl 300 mM, SDS 1%) 
 
2.  Después de macerar, adicionar 800 μL de buffer de extracci￳n. 
 
3.  Para remover las proteínas, adicionar 500 μL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y mezclar 
por inversión 3 veces. 
 
4.  Centrifugar las muestras durante 3 minuto a 13000 rpm.  
 
5.  Remover el sobrenadante y adicionar 750 μL de etanol absoluto para precipitar el DNA 
 
6.  Mezclar por inversión 3 veces y centrifugar las muestras por 4 minutos 13000 rpm. 
 
7.  Descartar el sobrenadante y lavar con 500 μL etanol al 70%. 
 
8.  Secar el pellet a temperatura ambiente por al menos 20 minutos (para evaporación del etanol 
residual) 
 
9.  Para muestras de hoja y tallo resuspender el DNA en 100 μL de buffer TE (Tris HCl10 mM, 
EDTA 1 mM pH 8.0), para raíces resuspender en 50 μL de buffer TE. 
 
10.  Almacenar las muestras a -20
oC.g 
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Anexo 4. Extracción de DNA de semillas de arroz. 
 (Modificado de Kang et al. 1998) 
 
1.  Remover la cascara de la semilla y cortar la semilla desde el extremo del embrión hasta un 
cuarto del endospermo de la semilla. 
 
2.  Colocar entre 5 y 10 cuartos de semilla en un tubo de 1.5 mL. 
 
3.  Adicionar 400 μL de buffer de extracción (Tris-HCl 200 mM (pH 8.0), NaCl 200 mM, EDTA 
25 mM, SDS 0.5%), con proteinasa K (50 μg). 
 
4.  Incubar el tubo a 37°C durante 1 hora. 
 
5.  Macerar la semilla con el buffer dentro del tubo. 
 
6.  Adicionar 400 μL de una soluci￳n de CTAB (CTAB al 2% , Tris-HCl 100 mM (pH 8.0), EDTA 
20 mM (pH 8.0), NaCl 1.4M, PVP 1%). 
 
7.  Adicionar cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) con fenol al 5%. 
 
8.  Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 10 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo. 
 
9.  Adicionar 2/3 del volumen de isopropanol. 
 
10.  Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos para precipitar el DNA. 
 
11.  Centrifugar a 12000 durante 5 minutos y remover el sobrenadante. 
 
12.  Lavar el pelet con etanol al 70%. 
 
13.  Secar el pelet al aire libre. 
 
14.  Resuspender el pelet en 50 μL de buffer TE. 
 
15.  Si se requiere remover el RNA, adicionar 1μL de RNasa (10 mg/mL). 
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Anexo 5. Protocolo de extracción de RNA total de hojas, tallos, raíces e inflorescencias de plantas de 
arroz. 
(Modificado del protocolo de extracción con TRIzol ®) 
 
1.  Macerar el tejido vegetal en mortero con nitrógeno líquido. 
 
2.  Pesar 200 mg de polvo fino por cada muestra y colocar en tubos eppendorf.si la muestra es de 
tejidos vegetales recolectados en campo, aumentar a 300 mg la muestra. 
 
3.  Inmediatamente después de macerar el tejido, adicionar 1 mL de TRIzol. 
 
4.  Mezclar los tubos por inversión 5 veces y mantenerlos en hielo durante 5 minutos. 
 
5.  Adicionar 200 μL de cloroformo y agitar suavemente por 15 segundos. 
 
6.  Mantener los tubos en hielo durante 3 minutos. 
 
7.  Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 10 minutos. 
 
8.  Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo y desechar el resto. 
 
9.  Agregar 500 μL de isopropanol e invertir el tubo suavemente al menos 5 veces. 
 
10.  Mantener la muestra a -20°C durante 10 minutos. Cuando las muestras corresponden a raíces o 
tejidos recolectados en campo mantener a esta temperatura por 20 minutos. 
 
11.  Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 10 minutos. 
 
12.  Descartar el sobrenadante con cuidado de no eliminar el pellet de RNA. 
 
13.  Lavar el pellet con 1 mL de etanol frio al 75% (en agua tratada con DEPC). 
 
14.  Mezclar suavemente con vortex. 
 
15.  Centrifugar los tubos a 7500 rpm durante 5 minutos. 
 
16.  Desechar el sobrenadante y secar el pellet al aire libre hasta que el tubo esté totalmente seco. El 
secado completo se produce a los 30 minutos y máximo 40 minutos, si el tiempo se secado se 
prolonga mas, después se presentan incovenientes para la resuspensión del RNA. 
 
17.  Resuspender en 50 μL de agua DEPC estéril pipeteando suavemente. 
 
18.  Usar para electroforesis o RT-PCR, conservar en nevera a -20°C. 
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Anexo 6. Extracción de RNA de semillas de arroz. 
 (Modificado de Kang et al. 1998) 
 
1.  Remover la cascara de la semilla y separar cuidadosamente el embrión. 
 
2.  Colocar 60 embriones de semilla en un tubo de 1.5 mL. 
 
3.  Adicionar 400 μL de buffer de extracci￳n (Tris-HCl 200 mM (pH 8.0), NaCl 200 mM, EDTA 
25 mM, SDS 0.5%), con proteinasa K (50 μg). 
 
4.  Incubar el tubo a 37°C durante 1 hora. 
 
5.  Macerar la semilla con el buffer dentro del tubo. 
 
6.  Adicionar 400 μL de una soluci￳n de CTAB (CTAB al 2% , Tris-HCl 100 mM (pH 8.0), EDTA 
20 mM (pH 8.0), NaCl 1.4M, PVP 1%). 
 
7.  Adicionar cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) con fenol al 5%. 
 
8.  Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 10 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo. 
 
9.  Adicionar 2/3 del volumen de isopropanol. 
 
10.  Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos para precipitar el DNA. 
 
11.  Centrifugar a 12000 durante 5 minutos y remover el sobrenadante. 
 
12.  Lavar el pelet con etanol al 70%. 
 
13.  Secar el pelet al aire libre. 
 
14.  Resuspender el pelet en 50 μL de buffer TE. 
 
15.  Remover el DNA realizando tratamiento con DNasa I (Anexo 7). 84 
 
Anexo 7. Tratamiento de muestras de RNA con DNasa I. 
(Tomado de Invitrogen ®) 
 
 
1.  En un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL colocar 1 µg de RNA, 1 µL de buffer 10X de reacción 
para la enzima, 1 µL de DNasa I y agua DEPC hasta completar 10 µL. 
 
2.  Incubar el tubo durente 15 minutos a temperatura ambiente. 
 
3.  Inactivar la enzima por la adición de 1 µL de EDTA 25 mM. 
 
4.  Calentar durante 10 minutos a 65°C. 
 
5.  Almacenar la muestra a -20°C. 85 
 
Anexo 8. Extracción de DNA Qiagen: Dneasy Plant Mini. 
 
1.  Macerar aproximadamente 100 mg del tejido en nitrógeno líquido. 
 
2.  Poner el polvo fino (aproximadamente 0,2 g) en un tubo eppendorf y agregar 400 l del Buffer 
AP1 y 4 l de RNasa A (100 mg/ml) y mezclar en el vortex vigorosamente. Incubar la mezcla 
durante 10 min. a 65ºC. Agitar 2 a 3 veces durante la incubación invirtiendo el tubo.  
 
3.  Agregar 130  l de Buffer AP2 al lisado, mezclar e incubar por 5 min. en hielo. Centrifugar el 
lisado por 5 min. a 14.000 rpm (20.000 g). 
 
4.  Pipetear el sobrenadante y llevarlo a la columna “QIAshredder Mini spin” (color lila) la cual 
debe  estar  junto  con  el  tubo  colector  y  centrifugar  por  2  min.  a  14.000  rpm  (20.000  g). 
Transferir la fracción que atravesó la columna a un nuevo tubo eppendorf sin remover o agitar 
el pellet. 
 
5.  Adicionar 1,5 volúmenes del Buffer AP3/E al lisado y mezclar inmediatamente pipeteando.  
 
6.  Tomar  650 l  de  la  mezcla  anterior  (incluyendo  cualquier  precipitado  que  haya  podido 
formarse) y llevarlo a la columna “DNeasy Mini spin” la cual debe estar junto con el tubo 
colector y centrifugar por 1 min. a  8.000 rpm ( 6.000 g) y desechar la fracción que atravesó la 
columna. Repetir el paso anterior tomando la muestra remanente del paso 8. y reutilizando el 
tubo colector. Desechar la fracción que atravesó la columna y el tubo colector.  
 
7.  Ubicar la columna “DNeasy Mini spin” en un nuevo tubo colector, adicionar 500 l de Buffer 
AW y centrifugar por 1 min. a  8.000 rpm ( 6.000 g). Desechar la fracción que atravesó la 
columna. Adicionar 500 l de Buffer AW a la columna “DNeasy Mini spin” y centrifugar por 2 
min.  a  14.000  rpm  (20.000  g)  reutilizando  el  tubo  colector  del  paso  anterior.  Desechar  la 
fracción que atravesó la columna y el tubo colector (con mucho cuidado para evitar que la 
columna entre en contacto con la fracción y tome de nuevo etanol). Transferir la columna 
“DNeasy  Mini  spin”  a  un  tubo  eppendorf  y  agregar  100 l  de  Buffer  AE  directamente  a  la 
membrana.  Incubar  5  min.  a  temperatura  ambiente  y  centrifugar  por  1  min.  a  8.000  rpm 
( 6.000 g) para eluir.  
 
8.  Repetir el paso anterior eluyendo en un nuevo tubo eppendorf (en caso de no querer diluir la 
primera  elución)  o  en  el  mismo  tubo  (para combinar  ambas  eluciones).  El  paso  puede  ser 
repetido agregando nuevamente Buffer AE o con agua desionizada autoclavada.  
 
 